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Résumé 
 
 Les lymphocytes T CD8 sont des acteurs clés de l'immunité adaptative, impliqués dans la 
lutte contre les pathogènes intracellulaires et les cellules tumorales. En outre, les lymphocytes T 
CD8 sont capables, lors d’une réponse primaire, de se différencier en cellules mémoires capables de 
se maintenir dans l’organisme et de le protéger efficacement contre une nouvelle rencontre avec ces 
dangers. Ceci est permis grâce à leurs fonctions effectrices améliorées, leur plus grand potentiel 
prolifératif et leur capacité à migrer dans les tissus non-lymphoïdes, des propriétés toutes trois 
régulées au niveau moléculaire par le cytosquelette d'actine. 
 Récemment, notre équipe a montré que pleckstrin, un gène impliqué dans la régulation du 
cytosquelette d'actine, était fortement exprimé dans les lymphocytes T CD8 mémoires (générés 
suite à une infection virale), par comparaison avec des cellules T CD8 naïves. Grâce à des 
expériences d'infection par le virus de la Vaccine in vivo, nous avons pu mettre en évidence que 
l'absence de pleckstrin n'altère pas les fonctions effectrices des lymphocytes T CD8 (i. e. 
cytotoxicité et production de cytokines). En revanche, pleckstrin semble nécessaire à la génération 
des lymphocytes T CD8 mémoires et à leur localisation au sein des tissus infectés.  
 Ces travaux de recherche apportent ainsi un regard nouveau sur les mécanismes cellulaires 
et moléculaires impliqués dans la mise en place d'un compartiment T CD8 mémoire au sein des 
tissus non-lymphoïdes. 
 
Mots clés : pleckstrin, lymphocytes T CD8, mémoire immunitaire, immunité tissulaire 
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Summary 
  
 CD8 T cells are key players of adaptive immunity, and are involved in the elimination of 
intracellular pathogens and cancer cells. During a primary immune response, memory CD8 T cells 
are generated, and are able to maintain long-term and protect efficiently the organism against a 
secondary encounter with these threats. Indeed, memory CD8 T cells mediate durable protection 
through enhanced effector functions, increased proliferative capacity and distinct migratory 
behaviors, three processes that are tightly regulated by actin cytoskeleton. 
 Recently, the laboratory has shown that pleckstrin, a gene involved in actin cytoskeleton, is 
highly up-regulated in pathogen-induced memory CD8 T cells compared to naïve cells. Using 
pleckstrin deficient CD8 T cells, we show in an in vivo model of Vaccinia virus infection that 
pleckstrin deficiency does not affect global CD8 functions, in terms of cytokine production and 
cytotoxicity. However, pleckstrin is required for the optimal generation and localization of memory 
CD8 T cells within infected tissues. 
 As a whole, this work gives new insight into the molecular and cellular mechanisms that 
allow the establishment of a memory CD8 T cell compartment within non-lymphoid tissues. 
 
Key words : pleckstrin, CD8 T cells, immunological memory, immunity within tissues 
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Introduction générale - L'immunité et les réponses lymphocytaires 
T CD8 
A- Historique des découvertes sur l'immunité 
1- De la découverte de l'immunité à la vaccination 
 Le terme "immunité" provient du latin "immunis" signifiant "être exempté de charges", par 
exemple de services ou d'impôts. Cette appellation d'immunité fit suite à des observations de 
bactériologistes, qui mirent en évidence des phénomènes de protection contre des infections 
bactériennes (Grabar and Alouf). Etymologiquement, l'immunité consiste donc en un état de 
protection vis à vis de maladies infectieuses. 
 Les références les plus anciennes à l'immunité remontent à l'Antiquité : en 430 av. JC, dans 
le livre II de l'Histoire de la guerre du Péloponnèse, Thucydide parle d'une épidémie de peste à 
Athènes (en réalité de la fièvre typhoïde). L'écrivain décrit les symptômes de la maladie et note que 
les survivants à l'épidémie ne pouvaient plus développer la maladie une seconde fois : ces personnes 
semblaient protégées contre l'infection et pouvaient ainsi s'occuper des malades. Cette observation 
est la première mise en évidence du concept de "mémoire immunitaire", qui confère une protection 
de l'organisme sur le long terme vis à vis de maladies infectieuses déjà contractées par l'organisme. 
 Par ailleurs, dès le XIème siècle, le processus de variolisation est réalisé en Chine. Ce procédé 
consiste à prélever du pus sur un malade présentant des symptômes légers et à l'inoculer chez un 
sujet sain, afin de le protéger contre une éventuelle infection. Cette technique fut ensuite répandue 
en Angleterre puis dans toute l'Europe à partir du XVIIIème siècle. C'est à cette période qu'Edward 
Jenner réalisa ses propres travaux sur la variole. Jenner remarqua que les fermiers en contact avec la 
vaccine (i. e. l'équivalent de la variole chez les animaux et transmissible à l'Homme) n'étaient pas 
atteints par la variole. Jenner décida alors de prélever du pus chez une jeune fille atteinte par la 
vaccine et de l'inoculer à un jeune garçon. Une fois que le jeune garçon fut remis de la vaccine, 
Jenner l'inocula avec la variole et constata que l'enfant ne tomba pas malade : celui-ci était 
efficacement protégé contre cette maladie. Les travaux de Jenner sur la vaccine et la variole sont à 
l'origine du terme de "vaccin", et Jenner est aujourd'hui considéré comme le père fondateur de 
l'immunologie. La variole a d'ailleurs été complètement éradiquée en 1979, montrant le succès de 
cette technique de vaccination (Murphy, 2011). 
 Un siècle plus tard, en 1880, Louis Pasteur travailla sur des poules qu'il inocula avec une 
vieille souche du choléra. Il observa que celles-ci survivaient à l'immunisation, et résistaient 
également à des infections par une souche plus virulente. Pasteur démontra ainsi le principe 
d'atténuation et l'utilisation possible d'une souche atténuée en tant que vaccin préventif. Cette 
découverte fut complétée cinq ans plus tard par la conception d'un vaccin contre la rage, succès qui 
valut à Pasteur une renommée mondiale et sa reconnaissance en tant que l'un des "pères de la 
vaccination" (Murphy, 2011). La mise au point de ces vaccins fut également le point de départ de 
nombreux travaux de recherche sur les mécanismes à l'origine de cette protection, qui ont contribué 
au développement de l'immunologie. 
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2- Découverte de l'immunité adaptative médiée par les lymphocytes 
 Au début du XXème siècle, suite à la découverte de médiateurs solubles par Von Behring 
(1890) et de cellules phagocytaires par Metchnikoff (1882), les rôles respectifs de l'immunité 
humorale et de l'immunité cellulaire sont largement controversés dans la communauté scientifique. 
De plus, l'étude des cellules immunitaires étant limitée par le manque de techniques expérimentales 
adaptées (e. g. peu d'animaux modèles, difficulté de réaliser des cultures cellulaires...), les 
connaissances sur l'immunité cellulaire sont alors moins avancées que celles sur le bras humoral de 
l'immunité. 
 Cependant, en 1940, Merrill Chase mit en évidence que le transfert de globules blancs 
depuis des cobayes immunisés par le bacille de Calmette-Guérin vers des cobayes non-immunisés 
permettait de protéger efficacement ces derniers contre la tuberculose. Chase conclut ainsi que 
l'immunité contre cette maladie était conférée par des leucocytes, et non par le sérum (Owen et al., 
2014). 
 C'est seulement une vingtaine d'années plus tard, suite au développement de nouvelles 
techniques de culture cellulaire, que les lymphocytes furent mieux caractérisés. En particulier, 
Bruce Glick démontra par des expériences chez le poulet l'existence de deux sortes de lymphocytes 
: les lymphocytes T (LT), provenant du thymus, et les lymphocytes B (LB), originaires de la bourse 
de Fabricius (Owen et al., 2014). Bien que cette division des lymphocytes en deux populations mit 
du temps à être acceptée (comme l'indique cette citation de B. Lodge à un congrès en 1968 : "B and 
T are the first and last letters of bullshit"), de nombreux travaux furent alors menés pour mieux 
caractériser ces populations et comprendre leur fonctionnement (Mak, 2007; Masopust et al., 2007). 
 Les recherches sur les LB furent dans un premier temps les plus fructueuses. La structure 
des anticorps (initialement qualifiés "d'antitoxines") fut d'abord caractérisée dans les années 1960 
(Porter, 1963; Cunningham et al., 1969). L'origine de leur diversité fut ensuite mise en évidence en 
1976 par N. Hozumi et S. Tonegawa, qui identifièrent le mécanisme de réarrangement des gènes 
codant pour les immunoglobulines (Hozumi and Tonegawa, 1976). Cette découverte majeure valut 
d'ailleurs à S. Tonegawa le prix Nobel de physiologie ou médecine en 1987. 
 A l'opposé, les LT et leur fonctionnement furent plus difficiles à caractériser. Bien que ces 
cellules furent rapidement démontrées comme cytotoxiques (Cerottini et al., 1970; Golstein et al., 
1972), leur mécanisme de reconnaissance de l'antigène n'était pas encore bien compris à ce moment 
là, et beaucoup pensaient que ces cellules, comme les LB, reconnaissaient des antigènes solubles. 
Cette question fut toutefois résolue en 1976 par R. Zinkernagel et P. Doherty, qui mirent en 
évidence que l'activation du LT nécessitait la reconnaissance non seulement de l'antigène, mais 
également du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH, Zinkernagel and Doherty, 1974). Le 
clonage des chaînes du TCR fut ensuite une vraie "chasse à la molécule", rendue d'autant plus 
difficile par les propriétés de ce récepteur non sécrété et ne liant pas d'antigène soluble. Ce Graal de 
l'immunologie fut néanmoins conquis en 1984 par les équipes de M. Davis et T. Mak, qui réussirent 
à cloner respectivement les chaînes β du TCR humaines et murines (Hedrick et al., 1984; Yanagi et 
al., 1984). La découverte des gènes codant le TCR ouvrit alors la voie à une meilleure 
compréhension des mécanismes par lesquels les LT protègent l'organisme contre les agents 
infectieux, mais également à la caractérisation du principe de tolérance au soi et des mécanismes 
sous-jacents aux maladies auto-immunes. 
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 Ainsi, ces découvertes ont démontré que l'immunité cellulaire, médiée notamment par les 
LT, joue un rôle majeur et complémentaire à l'immunité humorale dans la protection contre les 
agents infectieux. Nous allons maintenant nous intéresser spécifiquement aux LT CD8, qui jouent 
un rôle crucial dans la protection contre les pathogènes intracellulaires et les cellules tumorales. 
 
B- Déroulement des réponses T CD8 en cas d'infection par un pathogène intracellulaire 
 Lors d'une infection d'un tissu par un pathogène intracellulaire, par exemple un virus, les 
cellules dendritiques (DC) du tissu infecté internalisent les antigènes et migrent jusqu'au ganglion 
drainant (figure 1A). A cet endroit, les DC présentent les antigènes aux LT CD8 naïfs qui sont alors 
activés, et prolifèrent et se différencient en LT CD8 effecteurs (figures 1A & 1B). Suite à leur 
migration jusqu'au tissu infecté, les LT effecteurs participent à la réponse immunitaire antivirale en 
lysant les cellules cibles et en sécrétant des cytokines capables d’activer et de recruter d’autres 
acteurs du système immunitaire. L’ensemble de ces évènements conduit ainsi à l'élimination du 
virus. Une fois le pathogène éliminé, la majorité des LT CD8 effecteurs meurt selon un processus 
de contraction clonale. Cependant, un petit nombre de LT CD8 peuvent persister dans l’organisme 
sous forme de LT CD8 mémoires, capables de protéger l'organisme sur le long-terme face aux 
réinfections. 
 Dans les parties qui vont suivre, nous allons reprendre les étapes de la réponse T CD8 
décrites de façon globale ci-dessus et en détailler les processus cellulaires et moléculaires sous-
jacents, de façon à mieux comprendre comment ces phénomènes complexes permettent une 
protection efficace de l'organisme face aux agents infectieux. 
 
 
Figure 1: Les réponses T CD8. (page suivante) 
A- Dynamique des réponses T CD8. 
 Lors de l'infection virale d'un tissu périphérique, ici le poumon, les DC phagocytent les pathogènes et migrent 
jusqu'au ganglion drainant (1). Une fois dans l'OLS, les DC présentent les antigènes aux LT CD8 naïfs (2) qui sont 
activés, et prolifèrent et se différencient en LT CD8 effecteurs (3), qui migrent jusqu'au tissu infecté (4). Ces LT 
effecteurs initient alors leurs fonctions effectrices (i. e. lyse des cellules cibles, sécrétion de cytokines), permettant 
l'élimination du virus (5). La majorité des cellules effectrices est ensuite éliminée par un phénomène de contraction 
clonale, tandis que des LT CD8 mémoires sont générés (6) et confèrent une protection efficace de l'organisme sur le 
long-terme face aux réinfections. 
B- Cinétique de la réponse T CD8 suite à une infection virale. 
 Lors d’une infection virale, les LT CD8 naïfs spécifiques des antigènes viraux (environ 10 à 100 cellules) sont 
activés, prolifèrent et se différencient en LT CD8 effecteurs. Cette phase d’activation et d’expansion aboutit à la 
génération de millions de cellules effectrices au septième jour post-infection, qui vont éliminer les cellules infectées 
grâce à leurs fonctions effectrices (e. g. sécrétion de molécules cytotoxiques et de cytokines). Une fois le pathogène 
éliminé, 90% des LT CD8 effecteurs meurent, tandis qu'une partie (environ 104 LT CD8 mémoires spécifiques d’un 
antigène donné) persiste dans l'organisme sous forme de cellules mémoires. 
(Schéma repris de Williams and Bevan, 2007) 
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I- Les réponses T CD8 primaires face à une infection virale 
A- Les LT CD8 naïfs : patrouille à l'origine des réponses anti-infectieuses 
1- Les progéniteurs T sont générés au cours de l'hématopoïèse 
 L'hématopoïèse (du grec "hémato" : sang et "poïesis" : création) est le processus à l'origine 
de la génération des cellules sanguines. L'hématopoïèse se déroule dans la moelle osseuse chez 
l'adulte et produit chaque jour 1011 à 1012 cellules sanguines à partir des cellules souches 
hématopoïétiques (CSH) (Till and McCulloch, 1961). Les CSH sont des cellules pluripotentes 
localisées dans la moelle osseuse au sein de niches hématopoïétiques, constituées de cellules 
stromales tels que des fibroblastes, des ostéoclastes ou des cellules endothéliales. L’ensemble de ces 
types cellulaires forme, avec la matrice extracellulaire et des facteurs solubles comme des 
cytokines, un stroma qui fournit un microenvironnement favorable à l'auto-renouvellement des CSH 
et à leur différenciation (Bonomo et al., 2016). 
 Bien que les mécanismes de l'hématopoïèse et de sa régulation ne soient pas encore décrits 
de façon exacte, du fait de la difficulté de caractériser et d'isoler précisément les CSH et les 
différents progéniteurs qui en résultent, il est aujourd'hui admis que la différenciation des CSH 
aboutit notamment à la génération de deux types de progéniteurs multipotents : le progéniteur 
myéloïde commun et le progéniteur lymphoïde commun, à l'origine respectivement des lignées 
myéloïde et lymphoïde (Forsberg et al., 2006; Rieger and Schroeder, 2012). Le progéniteur 
lymphoïde commun donne ainsi naissance aux cellules natural killer (NK) et aux LB, au sein même 
de la moelle osseuse. Concernant la spécification du progéniteur en LT, celle-ci nécessite une étape 
supplémentaire de migration jusqu'au thymus et une exposition à l'environnement de cet organe. 
Une fois sa destinée acquise dans le thymus, le progéniteur T y subit alors les étapes spécifiques 
permettant sa maturation. 
 
2- Le développement T fait intervenir des étapes de maturation et de sélection thymique 
 Suite à leur entrée dans le thymus au niveau de la jonction cortico-médullaire, les 
progéniteurs nouvellement déterminés dans le lignage T entament les étapes de leur différenciation 
(Dzhagalov and Phee, 2012) (figure 2). Ces cellules, initialement CD4- CD8- (double négatives 1 ou 
DN1, CD25- CD44+), migrent vers la périphérie du cortex tout en se différenciant progressivement 
en précurseurs DN2 (CD25+ CD44+) puis DN3 (CD25+ CD44low). A  cette étape, les thymocytes 
subissent la sélection β du TCR : phénomène consistant au réarrangement de la chaîne β du TCR et 
à son association avec la chaîne invariante pré-TCR α (pTα). Les cellules pour lesquelles ce 
réarrangement est productif reçoivent alors un signal de survie, prolifèrent puis se différencient en 
cellules double positives (DP) CD4+ CD8+. Ce processus s'accompagne d'une migration des cellules 
vers les régions corticales les plus centrales et du réarrangement de la chaîne α du TCR, aboutissant 
à l'expression d'un récepteur T αβ mature. 
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Figure 2 : La maturation thymique. 
 Les progéniteurs T entrent dans le thymus par la circulation sanguine, au niveau de la jonction cortico-
médullaire (1). Ces cellules se différencient en thymocytes double négatifs (DN, CD4- CD8-) DN1, DN2 puis DN3 tout en 
migrant vers la capsule (2). A cet endroit, les thymocytes subissent la sélection β du TCR, et les cellules pour qui ce 
réarrangement est productif prolifèrent et donnent naissance à des thymocytes double positifs (DP, CD4+ CD8+)  (3). Ces 
thymocytes DP entament leur migration vers le cortex interne et subissent le processus de sélection positive, 
aboutissant à la génération de cellules simple positives (SP, CD4+ ou CD8+) exprimant un TCR fonctionnel (4). Ces 
thymocytes SP migrent alors vers la médulla (5), où la sélection négative permet d'éliminer la majorité des cellules 
auto-réactives (6). Les LT CD8 matures naïfs résultant de ce processus de maturation quittent ensuite le thymus pour 
rejoindre la circulation sanguine (7). 
(Schéma repris et adapté de Petrie, 2003) 
 
 
 Les précurseurs DP subissent alors le phénomène de sélection positive, lors duquel seuls les 
thymocytes porteurs d'un TCR fonctionnel (i. e. capable d'interagir avec des complexes CMH-
peptide) reçoivent un signal de survie et sont sélectionnés. C'est également lors de la sélection 
positive qu'a lieu l'engagement en cellule simple positive (SP) CD4+ ou CD8+, un processus encore 
très controversé. En effet, plusieurs modèles furent initialement élaborés, proposant que la 
détermination en thymocyte CD4+ ou CD8+ résulterait soit de l'extinction aléatoire de l'expression 
de l'un des deux corécepteurs (modèle stochastique), soit d'une activation différentielle du TCR en 
intensité ou en durée qui inhiberait alors la transcription de l'un ou l'autre des corécepteurs (modèle 
instructif) (Singer et al., 2008). Cependant, des travaux plus récents ont mis en évidence que la 
spécification en thymocyte CD8+ serait principalement dépendante de signaux cytokiniques (Park et 
al., 2010; Etzensperger et al., 2017). En effet,  un modèle de "cinétique de signalisation" est 
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actuellement défendu, suite à la découverte que les thymocytes SP CD8+ n’étaient pas capables de 
se développer en absence de certaines cytokines (IL-7, IL-15, IL-6, IFN-γ, TSLP et TGF-β). Ainsi 
dans ce modèle, c’est la durée du signal TCR (et non la force du signal) qui déterminerait le choix 
du lignage CD4 ou CD8 : alors que la spécification en cellule CD4+ dépendrait d’une signalisation 
TCR maintenue, les thymocytes SP CD8+ perdraient leur dépendance à la signalisation TCR pour 
répondre à des cytokines et induire l'expression du facteur de transcription Runx3d impliqué dans la 
différenciation en LT CD8. Ces résultats novateurs ont ainsi totalement transformé la vision 
classique de la sélection positive, et ouvrent de nouvelles voies d’investigations pour la 
compréhension des facteurs impliqués dans la différenciation des LT CD8. 
 Une fois sélectionnés positivement et engagés vers la lignée CD4+ ou CD8+, les thymocytes 
SP migrent vers la médulla où ils subissent la dernière étape de leur maturation : la sélection 
négative. Lors de ce processus, la majorité des clones auto-réactifs (i. e. reconnaissant les 
complexes CMH-peptide du soi avec une très forte affinité) sont éliminés par apoptose. On estime 
que lors de la sélection négative, qui participe au mécanisme de tolérance centrale, environ 50% des 
thymocytes sont éliminés (Hogquist and Jameson, 2014), ce qui montre l'importance de ce 
processus dans la mise en place de la tolérance au soi. 
 Enfin, après toutes ces étapes de migration et de maturation, les LT CD8 naïfs matures et 
tolérants au soi quittent le thymus et entrent dans la circulation sanguine, où commence alors une 
longue période d'immuno-surveillance de l'organisme. 
 
3- Les LT CD8 naïfs se maintiennent sur le long-terme 
 Les LT CD8 naïfs ont une durée de vie très longue, pouvant se maintenir jusqu'à plusieurs 
années chez l'Homme (Vrisekoop et al., 2008). Chez l'Homme adulte, ces cellules pourraient 
persister principalement par prolifération homéostatique, contrairement à la Souris où le pool 
périphérique de LT naïfs pourrait être en partie maintenu par l'arrivée continuelle de LT naïfs 
matures émigrant du thymus (den Braber et al., 2012; Qi et al., 2014). Les mécanismes sous-jacents 
à cette longue durée de vie des LT CD8 naïfs furent longtemps débattus, certaines études suggérant 
l'implication de facteurs intrinsèques à ces cellules (von Boehmer and Hafen, 1993), tandis que 
d'autres la proposaient comme étant régulée par des signaux environnementaux (Freitas and Rocha, 
1993). Cependant, des travaux ultérieurs ont permis de démontrer que la survie des LT naïfs en 
périphérie dépendait de facteurs extrinsèques aux cellules. L'utilisation de souris TCR 
transgéniques, en parallèle d'expériences diminuant la signalisation TCR, ont montré que le 
maintien des LT CD8 naïfs sur le long-terme nécessitait leur interaction avec des complexes 
CMH/peptide du soi d'une part (Tanchot et al., 1997; Labrecque et al., 2001), et des signaux 
cytokiniques d’autre part (principalement de l'IL-7, et dans une moindre mesure de l'IL-15), ces 
derniers inhibant la voie mitochondriale de l'apoptose et induisant la prolifération homéostatique 
des cellules (Schluns et al., 2000; Surh and Sprent, 2005). Ainsi, la combinaison de signaux TCR et 
cytokiniques permet de réguler la taille du pool de LT CD8 naïfs, tout en le maintenant sur le long-
terme. 
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 Ainsi, à l'issue de leur développement, les LT CD8 matures naïfs persistent sur de longues 
périodes et circulent dans l'organisme. Dans la partie suivante, nous allons étudier ces déplacements 
cellulaires et montrer qu'ils ne sont pas spécifiques des lymphocytes naïfs, bien au contraire... 
 
 
B- Les LT CD8 sont des cellules très mobiles, favorisant une détection et une élimination 
efficace du pathogène 
 Les réponses T CD8 sont caractérisées par leur aspect dynamique, reposant sur la capacité 
de ces lymphocytes à migrer dans les différents organes de l'organisme (organes lymphoïdes 
secondaires (OLS) et tissus infectés). De nombreux processus cellulaires, tels que l'activation ou la 
mise en place des fonctions effectrices, dépendent ainsi des propriétés circulatoires des LT CD8, 
leur permettant notamment d'entrer en contact avec leur stimulus (lors de leur activation) ou avec 
les cellules cibles (au cours des réponses effectrices). 
 
1- Les LT CD8 se déplacent dans l'organisme 
1.1) Régulation de la migration des LT CD8 par de nombreuses molécules 
1.1.1) Les chimiokines et leurs récepteurs 
 Les chimiokines sont des cytokines solubles, de poids moléculaire entre 7 et 12 kDa, dont la 
sécrétion joue un rôle majeur dans la migration et la localisation cellulaire. En effet, la 
reconnaissance de ces molécules par leurs récepteurs active de nombreuses voies de signalisation 
intracellulaires qui promeuvent le mouvement de la cellule grâce à des changements d'expression 
génique, des réarrangements du cytosquelette d'actine et l'activation de molécules d'adhérence (Nolz 
et al., 2011). Le leucocyte, ainsi polarisé et exprimant les facteurs nécessaires à son déplacement, 
peut alors migrer selon le gradient de chimiokine (i. e. de la concentration la plus faible à la 
concentration la plus élevée de la molécule sécrétée et diffusible). Ce processus est appelé 
chimiotactisme. 
 Chez l'Homme, 47 chimiokines et 20 récepteurs ont été identifiés (contre 39 chimiokines 
chez la souris) (tableau 1). Les chimiokines sont réparties en quatre groupes définis par la position 
des quatre cystéines conservées entre ces molécules : CCL, CXCL, XCL et CX3CL (Zlotnik and 
Yoshie, 2000; Schulz et al., 2016). Par ailleurs, on distingue les chimiokines homéostatiques (i. e. 
exprimées de façon constitutive, par exemple CXCL12 et CCL19) des chimiokines inflammatoires 
(e. g. CXCL9 et CXCL10), même si cette distinction ne s'applique pas à toutes ces molécules, 
certaines étant exprimées dans les deux conditions (e. g. CXCL4, CCL5). 
 Les récepteurs aux chimiokines sont quant à eux insérés dans la membrane plasmique par 
sept domaines transmembranaires, et sont caractérisés par leur liaison à des protéines G au niveau 
d'un de leur segments cytoplasmiques (Neves et al., 2002; Schulz et al., 2016). Ils sont de plus 
hautement régulés par des mécanismes impliquant leur internalisation et/ou leur désensibilisation en 
réponse à leur ligand (Moore et al., 2007). Par ailleurs, et bien que nous n'étudierons pas leur rôle 
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par la suite, nous pouvons préciser qu'il existe des récepteurs aux chimiokines non couplés à des 
protéines G : ces molécules dites atypiques, au nombre de quatre chez l'Homme et la Souris, ne 
jouent pas de rôle dans la migration cellulaire mais permettent plutôt de dégrader les chimiokines 
(Nibbs and Graham, 2013), ce qui leur valut leur nom de récepteurs "scavenger" ou "decoy" 
(Bachelerie et al., 2014). 
 
Chimiokine 
Autre nom 
Type 
Recepteur 
Fonctions majeures 
 
Chez 
l'Homme 
Chez la 
souris 
Agoniste Antagoniste 
Famille 
CXC 
CXCL1 GROα Gm1960 I CXCR2   
Migration des neutrophiles CXCL2 GROβ MIP-2 I CXCR2   
CXCL3 GROγ KC I CXCR2   
CXCL4 PF4   Plq CXCR3-B   Coagulation 
CXCL5 ENA78   I CXCR2   
Migration des neutrophiles 
CXCL6 GCP2 LIX I 
CXCR1, 
CXCR2 
  
CXCL7 NAP-2   Plq, I 
CXCR1, 
CXCR2 
  
CXCL8 IL-8   I 
CXCR1, 
CXCR2 
  
CXCL9 MIG   I CXCR3 CCR3 
Réponses Th1 ; Migration des 
LTh1, LT CD8 et NK CXCL10 IP-10   I CXCR3 CCR3 
CXCL11 I-TAC   I CXCR3 CCR3, CCR5 
CXCL12 SDF-1   H CXCR4   
Recrutement vers la moelle 
osseuse 
CXCL13 BCL, BCA-1   H 
CXCR5, 
CXCR3 
  
Localisation des LB et LTfh 
dans le ganglion lymphatique 
CXCL14 BRAK   H ?   
Recrutement des macrophages 
dans la peau 
CXCL15   Lungkine ? ?   ? 
CXCL16 SR-SPOK   I CXCR6   
Migration et survie des NKT 
et ILC 
CXCL17 DMC   I + H CXCR8     
Famille 
CC CCL1 I-309 TCA-3 I CCR8   Circulation des LTh2 et LTreg 
CCL2 MCP-1 JE I CCR2   
Circulation des monocytes 
inflammatoires 
CCL3 
MIP-1α, 
LD78α 
  I 
CCR1, 
CCR5 
  
Migration des macrophages et 
NK ; Interaction LT-DC 
CCL4 MIP-1β    I CCR5   
Migration des macrophages et 
NK ; Interaction LT-DC 
CCL5 RANTES   Plq, I 
CCR1, 
CCR3, 
CCR5 
  
Migration des macrophages et 
NK ; Interaction LT-DC 
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CCL7 MCP-3 MARC I 
CCR1, 
CCR2, 
CCR3 
CCR5 Recrutement des monocytes 
CCL8 MCP-2   I 
CCR1, 
CCR2, 
CCR5 
  
Réponses Th2 ; Recrutement 
dans la peau 
CCL11 Eotaxine   I + H 
CCR3, 
CCR5 
CXCR3, CCR2 
Migration des éosinophiles et 
basophiles 
CCL12   MCP-5 I CCR2   
Circulation des monocytes 
inflammatoires 
CCL13 MCP-4   I 
CCR2, 
CCR3 
CCR3 Réponses Th2 
CCL14 HCC-1   Plq 
CCR1, 
CCR3, 
CCR5 
  ? 
CCL15 HCC-2 
CCF18, 
MIP-1γ 
Plq 
CCR1, 
CCR3 
  ? 
CCL16 LEC, HCC-4   ? 
CCR1, 
CCR2, 
CCR3, 
CCR8 
  ? 
CCL17 TARC ABCD-2 I + H CCR4   
Réponses Th2 ; Recrutement 
dans la peau et dans le 
poumon 
CCL18 
PARC, DC-
CK1 
  H CCR8 CCR3 
Réponses Th2 ; Recrutement 
dans la peau 
CCL19 MIP-3β, ELC   H CCR7   
Migration des LT et DC dans 
le ganglion lymphatique 
CCL20 MIP-3α, LARC   I + H CCR6   
Réponses Th17 ; Recrutement 
des LB et des DC dans le 
GALT 
CCL21 SLC   H CCR7 
CXCR3 
(Souris) 
Migration des LT et DC dans 
le ganglion lymphatique 
CCL22 MDC ABCD-1 I + H CCR4   Migration des Th2 et des Treg 
CCL23 MPIF-1 C10 Plq CCR1   ? 
CCL24 
Eotaxine-2, 
MPIF-2 
  H CCR3   
Migration des éosinophiles et 
basophiles 
CCL25 TECK   H CCR9   
Migration des LT dans 
l'intestin ; Migration des 
thymocytes 
CCL26 Eotaxine-3   I 
CCR3, 
CX3CR1 
CCR1, CCR2, 
CCR5 
Migration des éosinophiles et 
basophiles 
CCL27 CTACK, ILC   H CCR10   Recrutement dans la peau 
CCL28 MEC   H 
CCR10, 
CCR3 
  
Recrutement des LT et 
plasmocytes dans la muqueuse 
intestinale 
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Famille 
XC XCL1 
Lymphotactine, 
ATAC, SCM-
1α 
  I + H XCR1   Cross-présentation par les DC 
aux LT CD8 
XCL2 SCM-1β   I + H XCR1   
Famille 
CX3C 
CX3CL1 Fractalkine Neurotactine I + H CX3CR1   
Migration des LT, NK et 
monocytes 
Tableau 1 : Les chimiokines humaines et murines. 
H : Homéostatique ; I : Inflammatoire ; Plq : Plaquettes  
 
1.1.2) Les intégrines 
 Les intégrines sont des molécules d'adhérence dimériques, formées d'une chaîne α et d'une 
chaîne β. 18 chaînes α et 8 chaînes β sont actuellement décrites et peuvent s'associer pour former 24 
dimères différents. Les intégrines sont constitutivement exprimées par tous les leucocytes, mais la 
liaison à leur ligand est fortement amplifiée suite à la stimulation de la cellule par des antigènes ou 
des chimiokines, qui induit un changement de conformation de l'intégrine et son activation 
(Kinashi, 2005). L'interaction de forte affinité entre l'intégrine et son ligand initie alors des voies de 
signalisation intracellulaires aboutissant à la migration, la prolifération et à la survie de la cellule 
(Giancotti and Ruoslahti, 1999; Evans et al., 2009; Ye et al., 2010). 
 Diverses intégrines sont exprimées par les différentes populations de LT CD8 (tableau 2). A 
titre d'exemple, tandis que tous les LT CD8 expriment LFA-1 (intégrine αLβ2, dont les chaînes sont 
aussi appelées CD11a/CD18), seuls les LT CD8 activés expriment VLA-4 (intégrine α4β1, ou 
CD49d/CD29). L'interaction de cette dernière avec son ligand VCAM-1 sur l'endothélium inflammé 
permet aux LT CD8 activés de migrer au niveau des zones d'inflammation (Alon et al., 1995). 
 
Intégrine Autres noms Expression Ligands 
αLβ2 CD11a/CD18 LFA-1 Naïfs, Effecteurs, Mémoires ICAM-1 à ICAM-5 
α1β1 CD49a/CD29 VLA-1 Effecteurs, Mémoires Collagène, Laminine 
α2β1 CD49b/CD29 VLA-2 Effecteurs, Mémoires Collagène, Laminine 
α3β1 CD49c/CD29 VLA-3 Effecteurs, Mémoires, Thymocytes Laminine 
α4β1 CD49d/CD29 VLA-4 Naïfs, Effecteurs, Mémoires 
VCAM-1, Fibronectine, 
MAdCAM-1 
α5β1 CD49e/CD29 VLA-5 Effecteurs, Mémoires, Thymocytes Fibronectine 
α6β1 CD49f/CD29 VLA-6 Effecteurs, Mémoires Laminine 
α4β7 CD49d/- - Effecteurs, Mémoires 
MAdCAM-1, VCAM-1, 
Fibronectine 
αEβ7 CD103/- - Effecteurs, Mémoires, IEL Cadhérine E 
Tableau 2 : Principales intégrines exprimées par les LT CD8. 
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1.1.3) Les sélectines 
 Les sélectines constituent une famille de molécules d'adhérence formée de trois membres : 
les L-, E- et P-sélectines, tous impliqués dans la migration des LT CD8. La L-sélectine (ou CD62L) 
est exprimée par les LT CD8 naïfs et certaines populations de LT CD8 mémoires, et joue un rôle 
important dans l'entrée de ces cellules dans le ganglion lymphatique. Les E- et P-sélectines sont 
quant à elles exprimées par les cellules endothéliales des tissus inflammés et induisent le 
recrutement des LT CD8 effecteurs aux sites d'inflammation en interagissant avec leurs ligands 
(PSGL-1, CD44, E-selectin ligand-1) exprimés par les LT activés (Nolz et al., 2011). 
 
1.1.4) Le cytosquelette d'actine 
a) Actine G et actine F 
 L'actine est un élément majeur du cytosquelette cellulaire. Cette molécule ubiquitaire, qui 
représente environ 10% des protéines totales de la cellule, existe sous deux formes : monomérique 
(actine G, globulaire) ou filamenteuse (actine F, fibrillaire) (figure 3A). 
 L'actine G est une molécule monomérique de 43kDa en forme de cœur, pouvant lier l'ADP 
(forme inactive) et l'ATP (forme active). La quantité cytoplasmique des monomères d'actine G est 
régulée par plusieurs molécules dont la thymosine et la profiline (Carlier et al., 2015) (figure 3B et 
3C). La thymosine se fixe à l'extrémité pointue de l'actine G et empêche le départ de l'ADP, 
permettant de maintenir l'actine sous sa forme monomérique inactive. A l'opposé, la liaison à la 
profiline provoque l'échange d'ADP en ATP, favorisant alors l'intégration de ces monomères activés 
d'actine G dans des filaments en formation. 
 L'actine F est un filament de 7nm de diamètre, de structure en forme d'hélice dextre. Chaque 
tour d'hélice, d'une longueur d'environ 37nm, est formé de 13 monomères d'actine G. 
 
b) Polymérisation et dépolymérisation de l'actine : formation d'un réseau dynamique 
 La polymérisation de l’actine débute par l’association de trois molécules d’actine G en un 
complexe trimérique stable (figure 3B). Celui-ci sert alors de noyau de nucléation, à partir duquel 
seront polymérisés les fibrilles d’actine F : Les monomères d’actine G s'ajoutent au filament en 
croissance et s’assemblent sous la forme d’une double-hélice. La nucléation des filaments d’actine 
F est régulée par plusieurs protéines (figures 3B et 3C) : 
- Le complexe ARP2/3 : Cette molécule se lie à un filament préexistant à partir duquel elle induit la 
nucléation d’un nouveau filament selon un angle de 120° (Goley and Welch, 2006). 
- Les formines : Ces molécules régulent la formation de novo de filaments d'actine F, à partir de 
monomères d'actine G (Faix and Grosse, 2006). 
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Figure 3 : Le cytosquelette d'actine et sa dynamique. 
A- Actine G et actine F. 
 (Haut) Un monomère d'actine G est formé de deux domaines semblables, dits interne (en gris) et externe (en 
bleu) en fonction de leur position dans le filament d'actine F. La molécule d'ADP (en violet) est située entre les deux 
domaines. 
 (Bas) Le filament d'actine F possède une structure en hélice dextre, dont chaque tour d'hélice est formé de 13 
monomères d'actine G (les flèches désignent les premiers monomères de chaque tour d'hélice). Les monomères d'actine 
G sont distingués par différentes couleurs (une par monomère), à l'exception de celui en bleu-gris (marqué par un 
astérisque) correspondant au monomère représenté dans la figure du haut. 
(Images tirées de Holmes, 2009) 
B- Formation des filaments d'actine F. 
 La polymérisation des monomères d'actine G est une réaction endergonique (i. e. non spontanée, représentée 
par des flèches fines), nécessitant l'intervention de facteurs de nucléation tels que ARP2/3 ou les formines. Une fois que 
le noyau d'actine est généré (1), les monomères d'actine G-ATP (en rouge) s'associent pour former un filament d'actine 
F, dont l'extrémité dite (+) croît plus vite que l'autre extrémité, dite (-) (2). En parallèle, les filaments d'actine F peuvent 
subir une hydrolyse spontanée de l'ATP, qui favorise alors la dépolymérisation au pôle (-) (3). Les monomères d'actine-
ADP (en bleu) ainsi libérés peuvent soit lier la thymosine, qui les maintient sous leur forme inactive, soit lier la profiline 
qui favorise l'échange nucléotidique et l'incorporation des monomères d'actine-ATP dans de nouveaux filaments. 
(Schéma repris de Nürnberg et al., 2011) 
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Figure 3 : Le cytosquelette d'actine et sa dynamique. 
C- Régulation de la dynamique du cytosquelette d'actine. 
 Le cytosquelette d'actine cortical est formé d'un réseau dynamique de filaments d'actine, liés à la membrane 
plasmique par les protéines ezrine, radixine et moesine (ERM) et les myosines de classe I. La polymérisation de l'actine 
est régulée par deux protéines liant l'actine G monomérique (profiline et thymosine) et par des facteurs de nucléation 
(ARP2/3 et formines). La dynamique et la structure du réseau d'actine sont contrôlés par de nombreuses protéines, telles 
que des facteurs d'élongation, de coiffage (gelsoline), de liaison (fascines), de coupure (cofiline) et de déramification 
(coronine) des filaments. L'activité de ces diverses molécules et les réarrangements d'actine associés permettent ainsi 
l'émergence de diverses structures cellulaires, comme des lamellipodes ou des filopodes. 
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 Les filaments générés croissent par un mécanisme de polymérisation/dépolymérisation, et ce 
de façon différente pour les deux extrémités de la molécule (figure 3B). En effet, le filament 
d'actine F possède une extrémité (+) dite barbue à croissance rapide et une extrémité (-) à croissance 
plus lente, ayant tendance à dépolymériser. Cette croissance monodirectionnelle au pôle (+), 
concomitante à la dépolymérisation au pôle (-), donne l'impression que le filament d'actine avance 
dans le cytoplasme : ce phénomène porte le nom de "tapis roulant" ("treadmilling" en anglais) 
(Bugyi and Carlier, 2010). La longueur des filaments d'actine F est finement régulée par diverses 
molécules (figure 3C). D'une part, des facteurs d’élongation permettent d'allonger la molécule 
d'actine F en ajoutant des monomères d’actine G au filament en cours d’élongation. D'autre part, 
des "coiffes" ou facteurs de "capping" tels que la gelsoline se lient à l’extrémité barbue des 
filaments et inhibent leur croissance (Silacci et al., 2004). Ces dernières molécules ont notamment 
pour rôle de limiter la polymérisation des filaments à des endroits du cytoplasme où ces 
réarrangements ne seraient pas nécessaires. 
 Les filaments d’actine ainsi générés s’organisent sous forme de réseau, pouvant présenter 
différentes conformations (Chhabra and Higgs, 2007). Par exemple, des réseaux ramifiés d’actine 
peuvent être observés dans les lamellipodes des cellules en migration, tandis que des faisceaux 
parallèles d'actine sont plutôt retrouvés au niveau des filopodes (figure 3C). Le développement des 
techniques d'imagerie (e. g. microscopie intra-vitale, imagerie super-résolution, microscopie de 
fluorescence par réflexion totale interne...) couplées à des méthodes biophysiques (e. g. microscopie 
à force atomique, micropipettes, senseurs nanoscopiques...) a permis de démontrer que le réseau 
d'actine était très dynamique (Tolar, 2017) : celui-ci se renouvellerait en une minute environ 
(Fritzsche et al., 2013). Ces réarrangements du réseau d'actine reposent sur l'activité de nombreuses 
protéines (figure 3C). A titre d'exemple, la polymérisation de l’actine est favorisée par un 
"décoiffage" ou une cassure du filament induite par la cofiline, ce qui génère de nouvelles 
extrémités libres prêtes à être polymérisées (Fritzsche et al., 2013). A l'opposé, cette cassure du 
filament peut également être à l'origine d'une dépolymérisation, en cas d'intervention de protéines 
telles que la coronine qui déramifient le réseau d'actine (Cai et al., 2008). Enfin, d'autres protéines 
comme les fascines permettent quant à elles de stabiliser le réseau d'actine en cross-linkant les 
filaments (Kureishy et al., 2002). Pour résumer, l’activité des protéines associées à l’actine régule la 
dynamique du réseau, tout en modulant sa structure, se densité, son orientation et sa fonction. 
 Le réseau d’actine mis en place est impliqué dans diverses fonctions cellulaires, et joue 
notamment un rôle majeur au niveau de la membrane plasmique. Le réseau d’actine cortical est de 
taille conséquente, d'environ 100nm d’épaisseur, et est relié à la membrane par les protéines de la 
famille ezrine-radixine-moesine (ERM), et les myosines de type I (figure 3C) (McConnell and 
Tyska, 2010; Parameswaran and Gupta, 2013). L'actine corticale sert en particulier de support 
physique à la membrane plasmique, en lui apportant une certaine rigidité et résistance face aux 
pressions extérieures. Par ailleurs, les forces compressives et extensives générées par le réseau 
d'actine sur la membrane plasmique permettent de réguler la forme de la cellule, dont les 
modifications sont indispensables aux phénomènes de motilité cellulaire, d'exocytose et 
d'endocytose. 
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1.2) Caractéristiques de la migration des LT CD8 
1.2.1) La migration amiboïde 
 Le développement des techniques d'imagerie, en particulier l'utilisation du microscope bi-
photon en intra-vital, a considérablement amélioré les connaissances sur le comportement des LT 
CD8 au sein des organes (Coombes and Robey, 2010) : les observations réalisées ont notamment 
permis de montrer que les lymphocytes se déplacent selon un mode de migration dit amiboïde 
(Weninger et al., 2014). Lors de cette migration, les cellules présentent une morphologie polarisée, 
avec un pseudopode ou lamellipode à l'avant et un uropode à l'arrière (figure 4) : le mouvement 
cellulaire débute par l'élongation du pseudopode, suivie de contractions permettant de ramener le 
corps cellulaire et l'uropode vers l'avant. Cette migration leucocytaire (dont nous étudierons les 
détails moléculaires dans la dernière partie) repose principalement sur des réarrangements 
dynamiques du cytosquelette d'actine-myosine, et peut également nécessiter des signaux 
chimiokiniques et la mise en place d'adhérences cellulaires. 
 
Figure 4 : Morphologie des LT CD8 en migration. 
 Les LT CD8 en migration sont caractérisés par un lamellipode 
riche en actine au pôle avant de la cellule, suivi du corps cellulaire 
(comprenant le noyau) puis d'un uropode (où se situe le centrosome) à 
l'arrière de la cellule. 
(Image tirée de de la Roche et al., 2016) 
 
 
 
1.2.1) Différents modes de migration amiboïde 
 Des observations microscopiques, couplées à des modélisations mathématiques, ont permis 
d'établir que les lymphocytes se déplacent selon différents modes de migration au sein des OLS et 
des tissus, et effectuent : 
- Des mouvements diffusifs, qualifiés de mouvements browniens. Ce type de mouvement a 
notamment été décrit dans le cas de LT CD8 migrant au sein du ganglion lymphatique en l'absence 
d'infection (Miller et al., 2003; Banigan et al., 2015). 
- Des longs déplacements rapides et rectilignes suivis de pauses, observés dans le cas d'infections 
du système nerveux central par T. gondii (Harris et al., 2012). Ce mode de migration a été 
dénommé marche de Léwy généralisée ("generalized Léwy walk" en anglais). 
- Des mouvements rectilignes (également dits ballistiques), notamment en réponse à des gradients 
de chimiokine. 
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 Maintenant que nous en savons un peu plus sur les aspects généraux de la migration des LT 
CD8, nous allons tour à tour détailler comment, et où, les LT CD8 naïfs et effecteurs se déplacent 
dans l'organisme. 
 
2- Les LT CD8 naïfs patrouillent entre le sang et les OLS 
 Une fois leur développement terminé, les LT CD8 matures naïfs quittent le thymus et 
passent dans la circulation sanguine. Chez la Souris, l'ensemble des cellules naïves est formé 
d'environ 5.107 cellules, et chaque clone de LT (i. e. population caractérisée par l'expression d'un 
TCR spécifique d'un antigène donné) comprend entre 10 et 1200 cellules (Blattman et al., 2002; Lee 
et al., 2012). Ce faible nombre de LT spécifiques d'un antigène donné implique que la probabilité de 
rencontre dans l'organisme entre un clone de LT et l'antigène qu'il reconnaît est faible. Néanmoins, 
ces chances de rencontre sont optimisées par les propriétés circulatoires des LT CD8 naïfs, qui 
surveillent l'organisme à la recherche de leurs antigènes en se déplaçant de façon continuelle entre 
le sang et les OLS (Gowans and Knight, 1964). Des expériences chez le rat ont notamment montré 
que le temps de résidence des LT naïfs dans le sang était d'environ 25 minutes par jour seulement 
(Smith and Ford, 1983) : les LT CD8 naïfs passeraient donc la majeure partie de leur temps dans les 
OLS, ce qui favorise leur chance de rencontre avec leurs antigènes drainés sur ces sites. 
 Dans cette partie, nous allons détailler les processus sous-jacents à cette circulation des LT 
CD8 naïfs entre le sang et les OLS, en prenant comme exemple le ganglion lymphatique dont la 
structure est présentée figure 5. 
 
Figure 5 : Le ganglion lymphatique. 
 Le ganglion lymphatique est 
constitué de plusieurs zones : 
- Un sinus marginal (ou sous-
capsulaire) en périphérie. 
- Le cortex externe (zone B), 
comprenant de nombreux follicules 
primaires et secondaires avec centres 
germinatifs. 
- Le paracortex (zone T), par lequel 
entrent les lymphocytes via les 
veinules à endothélium épais. 
- La médulla, formée de cordons 
médullaires et de sinus lymphatiques. 
 Le ganglion lymphatique est par ailleurs relié à la circulation sanguine et lymphatique par des vaisseaux 
afférents et efférents, permettant la circulation des cellules (et des pathogènes/antigènes) entre cet OLS et la circulation 
périphérique. 
(Schéma repris de Janeway's Immunobiology, Murphy, 2011) 
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2.1) Entrée des LT CD8 naïfs dans les ganglions lymphatiques 
 L'entrée des LT CD8 naïfs circulants au sein du ganglion lymphatique se fait par les veinules 
à endothélium épais, selon un processus bien défini et basé sur des interactions entre molécules 
d'adhérence et entre des chimiokines et leurs récepteurs (figure 6) (Nolz et al., 2011; Masopust and 
Schenkel, 2013). La première étape, consistant en un roulement du CD8 à la surface de 
l'endothélium vasculaire, fait intervenir la L-sélectine (CD62L, à la surface du LT) et la molécule 
PNAd (à la surface de l'endothélium). Les interactions entre ces molécules d'adhérence favorisent la 
liaison entre le récepteur CCR7 et les chimiokines CCL19 et CCL21, qui induit l'activation de 
l'intégrine LFA-1 à la surface du LT CD8. La molécule LFA-1 activée lie alors son ligand ICAM-1, 
exprimé à la surface de l'endothélium, entraînant l'adhérence ferme du LT CD8 à l'endothélium puis 
son extravasation à travers les cellules endothéliales pour enfin arriver dans le paracortex, 
également dénommé "zone T" du ganglion lymphatique. 
 
 
 
 
Figure 6 : Entrée des LT CD8 naïfs dans le ganglion lymphatique. 
 Les lymphocytes T CD8 naïfs pénètrent dans les ganglions 
lymphatiques par les veinules à endothélium épais. L'entrée de ces cellules 
se fait en plusieurs étapes (i. e. roulement, activation, arrêt puis 
extravasation), chacune reposant sur des molécules d'adhérence et des 
couples chimiokine/récepteur spécifiques. 
(Schéma repris et adapté de Masopust and Schenkel, 2013) 
 
 
 
 
 
2.2) Migration des LT CD8 naïfs au sein du ganglion lymphatique en conditions homéostatiques 
 Une fois à l'intérieur du paracortex, les LT CD8 naïfs continuent leur migration à la 
recherche des DC présentant les antigènes dont ils sont spécifiques. Ces processus de migration et 
d'interactions cellulaires n'ont été caractérisés que récemment, au début des années 2000, grâce au 
développement de nouvelles techniques d'imagerie in vivo permettant l'observation des cellules en 
temps réel et en contexte physiologique (Germain et al., 2006; Bousso and Moreau, 2012). 
Jusqu'alors, ces phénomènes étaient uniquement décrits à partir d'expériences in vitro ou d'analyses 
de tissus fixés, et il était difficile de savoir si les résultats observés étaient transposables in vivo. 
L'utilisation de la microscopie bi-photon en intra-vital a notamment permis de démontrer que la 
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migration aléatoire des LT CD8 naïfs CCR7+ ne serait pas totalement diffusive, mais serait en fait 
régulée par les cellules fibroblastiques réticulaires (FRC) qui servent de support et favorisent les 
déplacements des LT via leur sécrétion de CCL19, CCL21 et CXCL12 (Bajénoff et al., 2006). Ce 
chimiotactisme augmenterait en effet la vitesse moyenne des LT naïfs et favoriserait leurs 
interactions avec les DC (Worbs et al., 2007; Graw and Regoes, 2012) : on estime qu'une DC 
interagit avec 500 à 5000 LT par heure, en l'absence d'antigène (Bousso and Robey, 2003; Bousso, 
2008; Zhang and Bevan, 2011). 
  
2.3) Régulation de la rétention et de la sortie des LT CD8 naïfs du ganglion lymphatique 
 La durée de rétention des LT CD8 naïfs dans le ganglion lymphatique dépend d'un équilibre 
entre l'expression et l'activité de deux couples chimiokine-récepteur (Masopust and Schenkel, 
2013). D'une part, la migration et la rétention des LT CD8 dans le ganglion est favorisée par les 
interactions entre CCL19-CCL21 et leur récepteur CCR7. D'autre part, la sortie du ganglion est 
induite par la chimiokine sphingosine-1-phosphate (S1P), fortement exprimée dans le sang et la 
lymphe et favorisant ainsi le recrutement des LT CD8 S1PR1+ vers ces compartiments (Lo et al., 
2005; Chi and Flavell, 2005; Cyster and Schwab, 2012). 
 Lors de leur entrée dans le ganglion lymphatique en conditions homéostatiques, les LT CD8 
naïfs expriment S1PR1 à un faible niveau, suite à l'internalisation et à la désensibilisation de ce 
récepteur par la liaison à son ligand dans la circulation sanguine. Ainsi, les LT CD8 naïfs CCR7+ 
immigrants dans le ganglion sont relativement peu sensibles aux signaux de sortie de la chimiokine 
S1P et restent dans le ganglion. Au cours de leur migration dans l'OLS, l'accumulation de signaux 
CCL19 induit la désensibilisation de CCR7, tandis que l'expression de S1PR1 est progressivement 
restaurée. Les LT CD8 naïfs S1PR1+ migrent alors vers les vaisseaux lymphatiques efférents en 
réponse au gradient de S1P, et sortent du ganglion lymphatique. 
  
3- Les LT CD8 activés dans les OLS migrent dans les tissus infectés pour y combattre les 
pathogènes 
3.1) Modification de la migration des LT CD8 dans le ganglion lymphatique en cas d'infection 
 Tandis que les LT CD8 naïfs restent au sein du paracortex en conditions homéostatiques, en 
cas d'infection, des modifications structurelles et/ou physico-chimiques du ganglion lymphatique 
induisent une relocalisation des LT au sein cet organe (John et al., 2009; Schulz et al., 2016). La 
zone du ganglion dans laquelle se déroulent les interactions LT-DC et l'activation du LT CD8 naïf 
en cas d'infection reste toutefois mal définie, et varie selon les modèles utilisés. En effet, des 
expériences de transfert in vivo de DC chargées avec du peptide ont montré des interactions DC-LT 
au niveau des veinules à endothélium épais (Bousso and Robey, 2003), tandis que des modèles 
d'infection virale suggèrent une activation des LT en périphérie du ganglion, près des zones 
interfolliculaires corticales (Hickman et al., 2008). Ces derniers résultats, plus physiologiques que 
les modèles de transfert, ont également été confirmés en cas d'infection parasitaire (John et al., 
2009) et suggèrent ainsi que les LT CD8 migrent en périphérie du paracortex en cas d'infection, où 
ils interagissent avec les DC présentatrices des antigènes également relocalisées dans cette zone. 
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 De plus, en cas d'infection, l'expression de S1PR1 par les LT CD8 est inhibée par des 
cytokines pro-inflammatoires (e. g. IFN de type I) (Shiow et al., 2006). Les LT CD8 naïfs retenus 
dans le ganglion peuvent alors continuer d'interagir avec les DC, ce qui augmente leur probabilité 
de rencontre avec l'antigène. En parallèle, la signalisation TCR induite en cas de reconnaissance de 
l'antigène inhibe également transitoirement la transcription de S1PR1, ce qui promeut la rétention et 
l'activation optimale des LT au sein de l'OLS (Graeler and Goetzl, 2002; Matloubian et al., 2004). 
Une fois totalement activés, et/ou suite à la diminution des signaux inflammatoires, les LT CD8 
regagnent alors leur expression de S1PR1 et sortent du ganglion par la lymphe en réponse à S1P, 
puis migrent jusqu'au tissu infecté. 
 
3.2) Recrutement des LT CD8 activés jusqu'au tissu infecté 
 L'élimination des cellules infectées et de l'agent infectieux requiert le recrutement des LT 
CD8 effecteurs au niveau du site de l'infection. Il est d'ailleurs connu depuis longtemps que ces 
cellules activées sont localisées principalement au niveau des tissus périphériques, comme mis en 
évidence initialement dans l'intestin (Sprent, 1976), puis plus tard dans la peau, le poumon et de 
nombreux autres organes non-lymphoïdes. Mais comment les LT CD8 migrent-ils spécifiquement 
en direction du tissu infecté, à leur sortie des OLS ? 
 
3.2.1) Modification des molécules exprimées à la surface des LT CD8 activés 
 L'activation des LT CD8 dans les OLS induit un changement des molécules exprimées à leur 
surface, modifiant ainsi les propriétés migratrices de ces cellules. Les LT CD8 activés perdent 
l'expression de CCR7 et de CD62L, impliqués dans la migration vers le ganglion lymphatique, 
tandis qu'ils sur-expriment de nouvelles molécules d'adhérence (e. g. VLA-4) et des récepteurs aux 
chimiokines tels que S1PR1, CCR5 et CXCR3. L'expression de ces derniers permet alors aux LT 
effecteurs de sortir des OLS puis de migrer vers les tissus infectés. A titre d'exemple, les LT CD8 
activés CXCR3+ sont recrutés vers le site de l'infection en réponse aux gradients de chimiokines 
CXCL9 et CXCL10, sécrétées par les cellules épithéliales inflammées et les cellules infectées 
(Groom and Luster, 2011). 
 
3.2.2) Une migration des LT CD8 activés spécifiquement vers le tissu infecté ? 
 Il est depuis longtemps supposé que les LT CD8 effecteurs migrent spécifiquement vers le 
tissu infecté, et que cette migration sélective dépendrait de l'expression de combinaisons spécifiques 
de molécules d'adhérence et de récepteurs aux chimiokines (Butcher and Picker, 1996). Cette 
hypothèse, longtemps controversée, donna lieu à l'élaboration de deux modèles (Weninger et al., 
2002) : 
 - Un modèle instructif, qui suggère que les molécules impliquées dans la migration vers le 
tissu infecté sont induites dès la phase d'activation du LT CD8, et que la combinaison des molécules 
exprimées dépend du site d'activation du LT. 
Introduction 
53 
 
 - Un modèle sélectif, faisant l'hypothèse que ces molécules sont induites de façon aléatoire 
chez les LT CD8, générant ainsi une population cellulaire au potentiel migratoire hétérogène. 
Seules les cellules effectrices qui expriment le pattern de molécules permettant de les guider vers le 
tissu infecté sont ensuite sélectionnées. 
 Les avancées plus récentes ont permis de montrer que les LT activés exprimeraient 
effectivement des combinaisons de molécules leur permettant de migrer sélectivement vers le tissu 
infecté, et que ces molécules seraient induites dans les OLS selon un modèle instructif. Par 
exemple, l'activation des LT avec des DC pulmonaires induit l'expression de CCR4, permettant aux 
lymphocytes de migrer préférentiellement vers le poumon en réponse à CCL17 et CCL22 (Mikhak 
et al., 2013). La sécrétion de CCL5 permet ensuite l'entrée des LT CD8 CCR5+ au sein du 
parenchyme pulmonaire (Galkina et al., 2005). De façon similaire, le recrutement des LT CD8 
activés dans la peau nécessiterait leur expression de CCR10, CCR8 et des ligands des E- et P-
sélectines (Hobbs et al., 2017). Ainsi, les propriétés migratoires des LT CD8 activés sont acquises 
dans les OLS grâce à l'induction de molécules tissu-spécifiques, dont l'expression est régulée par 
des mécanismes spécifiques aux OLS considérés. A titre d'exemple, il a été montré dans la peau que 
la vitamine D serait métabolisée par les DC en présence de rayons UV, et que les produits issus de 
ces réactions induiraient l'expression de CCR10 chez les LT activés par ces DC, et leur migration 
consécutive vers l'épiderme (Sigmundsdottir et al., 2007). 
 Toutefois, il est important de mentionner que bien que les LT effecteurs expriment un 
pattern de molécules favorisant leur migration vers un site d'infection spécifique, ces cellules restent 
capables de migrer vers tous les tissus inflammés (Masopust et al., 2004). En effet, les LT activés 
expriment entre autres VLA-4 et PSGL-1, deux molécules d'adhérence dont les ligands sont induits 
dans tous les tissus inflammés, et ce indépendamment de la nature du tissu (Shimizu et al., 1990; 
Hirata et al., 2000). De plus, certains LT CD8 activés peuvent retraverser d'autres OLS lors de leur 
migration vers les tissus périphériques, où ils rencontrent alors d'autres signaux modifiant le panel 
de molécules exprimées à leur surface (Liu et al., 2006). Ainsi, le modèle de migration tissu-
spécifique des LT CD8 effecteurs n'est pas absolu. Cette capacité des cellules effectrices à migrer 
vers une diversité de tissus inflammés permet néanmoins de maintenir une protection globale de 
l'organisme dans le cas où l'agent infectieux se propagerait entre différents organes. 
  
 Ainsi, les LT CD8 activés, exprimant des molécules d'adhérence et des récepteurs aux 
chimiokines spécifiques, migrent vers les tissus infectés en réponse aux signaux émis sur la zone de 
l'infection. Une fois arrivés aux portes du tissu périphérique, les LT CD8 effecteurs y pénètrent 
rapidement (extravasation réalisée en moins de 10 minutes, Bartholomäus et al., 2009), selon un 
processus semblable à l'entrée dans le ganglion lymphatique que nous ne re-détaillerons donc pas 
ici. C'est alors que commence leur migration tissulaire à la recherche des cellules infectées, à la 
vitesse de 5 à 10µm par minute (Gebhardt et al., 2011; Harris et al., 2012). 
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3.3) Déplacement des LT CD8 effecteurs au sein du tissu 
3.3.1) Régulation de la migration des LT CD8 par des facteurs intrinsèques à ces cellules 
 Comme illustré figure 7, les capacités migratoires des LT CD8 dépendent de facteurs 
intrinsèques à la cellule, telle que leur contractilité, qui sont régulés par diverses molécules dont 
l'actine et différentes myosines et que nous étudierons dans la dernière partie de l'introduction. 
Simplement à titre d'exemple, nous pouvons évoquer des travaux sur la myosine 1G (Myo1G, une 
myosine fortement exprimée dans les LT CD8), dont la délétion a permis de montrer que cette 
molécule fonctionnait comme régulateur intrinsèque de la migration cellulaire (Gérard et al., 2014). 
En modulant la tension membranaire, Myo1G diminue la vitesse de migration de la cellule et 
favorise ses changements de direction, ce qui augmente sa probabilité de détecter les cellules 
présentatrices de l'antigène (CPA) et les cellules cibles lorsque celles-ci sont rares dans le tissu. 
 
3.3.2) Une localisation cellulaire dictée par l'environnement 
 Les tissus périphériques sont en général constitués d'un dense réseau extra-matriciel formé 
de cellules stromales et de diverses molécules comme des glycoprotéines et protéoglycanes, des 
laminines et du collagène (Sorokin, 2010). Cependant, en cas d'infection, la sécrétion de cytokines 
pro-inflammatoires (e. g. TNFα, IL-17, IL-1β) induit la libération de métalloprotéases matricielles 
(MMP) par les cellules du tissu, qui provoquent de forts réarrangements de la matrice 
extracellulaire en clivant nombre de ses constituants. La génération de ces fragments bioactifs 
permet d'une part de guider les déplacements des leucocytes au sein du tissu, et module également 
l'activité et la survie de ces cellules. D'autre part, l'activité des MMP entraîne la formation d'un 
nouveau réseau fibrillaire plus lâche : celui-ci peut alors servir de support à la migration des cellules 
effectrices, qui se déplacent au contact des cellules stromales et/ou des fibres réticulaires 
matricielles (Wilson et al., 2009; Mueller et al., 2013; Overstreet et al., 2013). 
 De plus, il a été montré que la migration des LT CD8 effecteurs dans cet environnement 
tissulaire remodelé faisait intervenir des molécules d'adhérence (figure 7). Par exemple, la 
migration des LT activés dans le derme inflammé requiert l'expression de l'intégrine αv (Overstreet 
et al., 2013), tandis que les déplacements des LT CD8 dans le poumon après infection par Influenza 
reposent sur des interactions entre VLA-1 et les molécules de collagène tissulaires (Richter et al., 
2007). 
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Figure 7 : Régulation de la migration des LT CD8 au sein des tissus. 
 Au sein des tissus, les LT CD8 se déplacent selon différents patterns de migration caractérisés de mouvement 
brownien, de marche de Léwy ou de mouvement ballistique (directionnel). 
 Le choix de l'un ou l'autre de ces modes de déplacement est régulé par de nombreux paramètres intrinsèques à 
la cellule, tels que la contractilité cellulaire, ainsi que par divers facteurs extrinsèques comme l'architecture du milieu 
environnant (e. g. adhérence, confinement du milieu environnant) ou la densité des CPA et des antigènes.  
(Schéma repris et adapté de Krummel et al., 2016) 
 
 
 En parallèle, la localisation et la rétention des LT activés au sein des tissus infectés est 
également régulée par des interactions chimiokines-récepteurs (figure 7). D'une part, ces molécules 
favorisent la migration des LT CD8 effecteurs vers les cellules infectées. A titre d'exemple, 
plusieurs études basées sur des modèles d'infection cutanée ont démontré que l'expression de 
CXCR3 par les LT CD8 effecteurs était nécessaire pour que ces lymphocytes localisent et 
contactent les cellules infectées (qui sécrètent CXCL9 et 10), puis les tuent (Hickman et al., 2015; 
Ariotti et al., 2015). Ces travaux complètent d'ailleurs d'autres résultats obtenus par Harris et 
collègues, démontrant que la migration des LT CD8 au sein du système nerveux était régulée par la 
chimiokine CXCL10 qui, en augmentant la vitesse des LT CD8, diminuait le temps nécessaire pour 
localiser les cellules infectées (Harris et al., 2012). D'autre part, les chimiokines permettent le 
maintien des LT CD8 effecteurs dans le tissu au cours de la réponse immunitaire. En particulier, 
l'expression tissulaire de S1P augmente en cas d'inflammation, ce qui inhibe la migration des LT 
vers les vaisseaux lymphatiques et leur sortie du tissu (Ledgerwood et al., 2008). Les LT effecteurs 
sont ainsi maintenus dans le tissu inflammé jusqu'à ce que le pathogène soit éliminé et 
l'inflammation résorbée. 
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 Ainsi, l'environnement tissulaire régule la localisation et le type de migration des LT CD8, 
dont les déplacements sont guidés par les fibres matricielles (et les FRC qui y sont fixées dans le cas 
du ganglion lymphatique), les molécules d'adhérence et les chimiokines sécrétées dans le milieu 
(figure 7). En plus d'être chimiotactique, la migration des LT CD8 est donc dite haptotactique, c'est-
à-dire guidée par des gradients de chimiokines fixées au réseau fibrillaire et nécessitant ou non une 
adhérence des cellules au substrat. 
 Enfin, d'autres paramètres physico-chimiques du milieu rentrent également en jeu dans la 
régulation de la migration des LT CD8 (figure 7). En particulier, l'intensité du confinement et des 
forces d'adhérences exercées par le tissu sur le LT module l'expression et la dynamique de facteurs 
cellulaires (e. g. myosines, cytosquelette d'actine...), ce qui permet à la cellule d'adapter ses 
déplacements au milieu environnant et d'optimiser sa recherche des CPA (Jacobelli et al., 2010; Liu 
et al., 2015). 
 
3.3.3) Régulation de la migration tissulaire des LT CD8 par d'autres types cellulaires 
a) Guidage des déplacements lymphocytaires au sein du tissu 
 L'observation de réponses T CD8 altérées chez des souris neutropéniques a permis de mettre 
en évidence un rôle des neutrophiles dans la migration des LT CD8 au sein du tissu infecté (Lim et 
al., 2015). En particulier, suite à leur recrutement lors de la phase inflammatoire précoce, les 
neutrophiles laissent derrière eux des traînées enrichies en chimiokines (dont CXCL12), qui guident 
les déplacements des LT CD8 effecteurs vers la zone de l'infection. 
b) Optimisation de la localisation et de la reconnaissance des cellules cibles et des CPA 
 Plusieurs études se sont focalisées sur les déplacements des LT CD8 dans les tissus infectés 
et leur régulation par les cellules cibles. En particulier, l'analyse microscopique des déplacements 
des LT en contexte tumoral a montré qu'en périphérie de la tumeur, ou dans les zones de forte 
mortalité cellulaire, ces cellules effectrices migrent à des vitesses élevées, tandis qu'elles stoppent 
leur mouvement en entrant en contact avec les cellules tumorales exprimant l'antigène d'intérêt 
(Boissonnas et al., 2007). Ces observations suggèrent donc qu'un signal d'arrêt pourrait être induit 
en présence de l'antigène et suite à l'engagement du TCR. Ces résultats ont été confirmés en 
contexte infectieux : l'utilisation d'un anticorps anti-classe I (i. e. bloquant les molécules de CMH, 
et donc leur interaction avec le TCR) augmente la vitesse de migration des LT CD8 effecteurs, tout 
en diminuant leurs temps de pause (Kim et al., 2009). Ainsi, la présence des cibles et la 
reconnaissance des antigènes avec une forte affinité inhibe la migration des LT CD8 et induit leur 
arrêt : phénomène préalable et nécessaire à la reconnaissance des cibles et à l'induction des réponses 
T effectrices (Moreau et al., 2015). 
 Par ailleurs, d'autres travaux ont essayé de mettre en relation le mode de migration des LT 
CD8 avec leur faculté à détecter les cellules cibles. Des modélisations mathématiques ont 
notamment démontré que la marche de Léwy serait plus efficace que les mouvements browniens 
pour détecter rapidement les cellules infectées, en permettant aux cellules en migration de parcourir 
une plus grande surface (Harris et al., 2012). Néanmoins, ce type de migration n'a été mis en 
évidence que dans le cerveau ; les modèles d'infection cutanée, par exemple, n'ont pas permis 
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d'observer de tels déplacements (Hickman et al., 2015). Il faut toutefois noter que dans ces dernières 
expériences, les CPA étaient très fréquentes au sein de la peau enflammée, ce qui n'était pas le cas 
lors de l'infection du cerveau par T. gondii. Ces observations soulèvent donc des questions sur la 
nature des facteurs régulant le mode de migration des LT CD8. Est-ce que celui-ci pourrait 
dépendre de la structure du tissu considéré, expliquant les différences observées entre les infections 
cutanées et nerveuses ? Ou est-ce que ces patterns de déplacement ne pourraient pas plutôt 
correspondre à une adaptation des LT CD8 à la densité des CPA ou des cibles par exemple, et à une 
optimisation de leur recherche des antigènes ? Selon cette hypothèse, la marche de Léwy 
permettrait aux LT CD8 de localiser plus rapidement les rares cellules nerveuses infectées, alors 
que dans la peau, ce mode de migration ne serait pas nécessaire pour localiser des cibles présentes 
en grand nombre (figure 7). Les réponses à ces questions sont encore indéterminées et les 
hypothèses formulées restent très controversées dans la communauté scientifique. Diverses analyses 
et modélisations mathématiques ont été réalisées pour essayer d'y remédier, mais les résultats 
générés sont très variables selon les méthodes utilisées et difficiles à corréler. Des études 
supplémentaires sont donc nécessaires pour mieux comprendre les liens entre les modes de 
migration des LT et leurs stratégies potentielles de recherche des antigènes. 
 
 Ainsi, les réponses T CD8 présentent un véritable caractère dynamique à l'échelle de 
l'organisme : tandis que les LT CD8 naïfs circulent entre le sang et les OLS à l'état homéostatique, 
les LT CD8 activés sont eux capables de migrer vers les tissus infectés pour y éliminer les 
pathogènes en cas d'infection. A l'échelle cellulaire, cette dynamique permet aux LT CD8 
d'interagir avec de nombreuses autres cellules, ce qui favorise leur activation, leur prolifération et 
l'émergence de leurs fonctions effectrices, comme nous allons l'étudier dans la partie suivante. 
  
 
C) L'activation des LT CD8 naïfs induit la génération d'une population effectrice de 
grande taille 
1- L'activation des LT CD8 naïfs : étape initiale de la mise en place des réponses T CD8 effectrices 
1.1) Une population cellulaire indispensable à l'activation des LT CD8 naïfs : les DC 
conventionnelles 
1.1.1) Les différentes populations de cDC 
 Les premières DC furent identifiées par Paul Langerhans dans l'épiderme en 1868, puis dans 
les OLS par Ralph Steiman et Zanvil Cohn en 1973 (ce qui valut à Steinman le prix Nobel de 
médecine 2011). Bien que les fonctions de ces cellules au sein du système immunitaire restèrent 
controversées pendant de longues années, il est aujourd'hui admis que les DC jouent le rôle de CPA, 
impliquées dans l'activation des LT au sein des OLS et des tissus. Ce rôle de CPA est favorisé par 
leur localisation dans des zones propices à la présence d'antigènes (e. g. tissus périphériques, zone 
marginale de la rate), ainsi que par leur capacité à apprêter efficacement une grande diversité 
d'antigènes et à migrer jusqu'aux ganglions lymphatiques pour les présenter aux LT naïfs (Merad et 
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al., 2013). Ces DC présentatrices de l'antigène furent par la suite dénommées cellules dendritiques 
conventionnelles (cDC), par opposition aux cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC), 
découvertes plus récemment et dont nous reparlerons ultérieurement.  
 Suite à la découverte initiale des DC dans les OLS et dans la peau, de nombreux travaux ont 
été réalisés sur ce type cellulaire pour mieux le caractériser et ont notamment permis d'identifier 
plusieurs populations de DC aux phénotypes différents : 
- Dans les organes lymphoïdes, deux sous-types de cDC CD8α+ ou CD11b+ (Shortman and Heath, 
2010; Merad et al., 2013). 
- Dans les tissus périphériques, des cDC CD103+ CD11b- et des cDC CD11b+ (Helft et al., 2010). 
 En plus de leurs phénotypes variés, les diverses populations de DC présentent différentes 
spécialisations fonctionnelles (Merad et al., 2013). Dans ce cadre, on distingue : 
- les cDC de type 1, correspondant aux cDC CD8α+ des OLS et des cDC CD103+ des tissus non-
lymphoïdes. Ces cellules, également caractérisées par l'expression du récepteur XCR1 (Crozat et 
al., 2011), activent majoritairement et efficacement les LT CD8 dans les OLS (où peuvent migrer 
les cDC CD103+ activées), et peuvent réaliser de la présentation croisée des antigènes (i. e. 
présentation d'antigènes exogènes par les molécules de CMH de classe I). 
- les cDC de type 2, correspondant aux cellules CD11b+ des tissus. Les cDC2 sont majoritairement 
impliquées dans l'activation des LT CD4 et l'induction de réponses lymphocytaires B. 
 Maintenant que nous avons caractérisé les différentes populations de DC, nous allons étudier 
leur rôle de CPA et voir comment ces cellules permettent d'initier les réponses adaptatives en cas 
d'infection virale. 
 
1.1.2) Activation et maturation des cDC 
 Les tissus périphériques tels que la peau et le poumon sont peuplés de cDC immatures 
spécialisées dans la reconnaissance et la capture des antigènes. En cas d'infection du tissu par un 
virus, les cDC immatures reconnaissent des motifs pathogéniques (PAMP, pour "Pathogen-
Associated Molecular Pattern") via leurs récepteurs PRR (pour "Pattern Recognition Receptor"), ce 
qui induit l'internalisation des antigènes (par exemple par phagocytose ou par endocytose) 
(Trombetta and Mellman, 2005). L'activation des cDC par les PAMP, en plus des signaux 
environnementaux qu'elles reçoivent (e. g. cytokines inflammatoires, signaux de danger...), induit 
alors leur maturation. Ce phénomène consiste notamment en une perte du potentiel de capture des 
antigènes, une augmentation de l'expression des molécules de CMH-II et l'induction de l'expression 
de CCR7, ce qui permet la migration cellulaire vers le ganglion lymphatique en réponse aux 
gradients de CCL19 et CCL21 (Palucka and Banchereau, 2012). Les cDC matures, présentant les 
antigènes à leur surface, migrent ainsi via la lymphe vers le ganglion lymphatique drainant où elles 
vont pouvoir directement ou indirectement activer les LT naïfs. 
 En parallèle, des antigènes libres circulants rejoignent également le ganglion par la 
circulation lymphatique. Ces antigènes sont alors pris en charge rapidement par les cDC résidentes 
du ganglion (quelques minutes après l'arrivée de l'antigène en périphérie du ganglion), qui les 
présentent ensuite aux LT naïfs (Sixt et al., 2005). 
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1.2) Interactions entre les LT CD8 naïfs et les cDC 
1.2.1) Dynamique des interactions entre les LT CD8 naïfs et les cDC 
 Au cours de leur migration dans le paracortex du ganglion lymphatique, les LT établissent 
un grand nombre de contacts courts avec les CPA environnantes. Des observations préliminaires de 
vidéomicroscopie in vitro ont permis de suggérer que cette succession de contacts permettait aux 
LT d'accumuler des signaux de faible intensité, jusqu'à atteindre leur seuil d'activation (Gunzer et 
al., 2000). Ces contacts de courte durée (inférieurs à 10 minutes) entre des DC et des LT mobiles 
ont été dénommés kinapses (Dustin, 2008), et sont a priori associés à l'induction de signaux TCR de 
relativement faible intensité (Moreau et al., 2012). Les kinapses ont également été observées dans le 
ganglion in vivo et seraient établies lors des huit premières heures suivant l'arrivée des LT dans cet 
organe (Mempel et al., 2004). Cette période de contacts transitoires est considérée comme la 
première phase de l'activation T. Ensuite, les LT CD8 forment des interactions durables avec les 
CPA, qui se maintiennent sur une dizaine d'heures et leur permettent d'accumuler des signaux 
d'activation (Bousso and Robey, 2003; Mempel et al., 2004). Lors de cette deuxième étape, les LT 
activés se transforment en "blasts" : leur taille augmente, de nombreux gènes sont exprimés (jusqu'à 
1300 différents ARN sont produits), des changements métaboliques sont induits et les cellules 
commencent à proliférer et à sécréter des cytokines, notamment de l'IFNγ (Obst, 2015). Enfin, la 
dernière phase consiste à nouveau en une série de contacts courts entre les CPA et les LT activés 
mobiles en prolifération (Mempel et al., 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8 : Les trois phases d'interaction LT CD8 naïf - cDC. 
 Au cours de leur trajet dans le ganglion lymphatique, les LT CD8 naïfs interagissent de diverses manières avec 
les CPA environnantes. Lors des premières heures suivant leur arrivée dans cet organe, les LT naïfs établissent des 
contacts courts et transitoires, dénommés kinapses, avec les cDC. Ensuite, des interactions durables sont mises en place 
entre les deux types cellulaires, résultant soit de kinapses soit de synapses, et aboutissant à l'activation et à la 
prolifération des LT CD8. Enfin, la dernière phase du séjour des LT CD8 dans le ganglion fait intervenir à nouveau des 
interactions transitoires entre les lymphocytes et les CPA. Les LT CD8, une fois activés et en prolifération, quittent le 
ganglion lymphatique en direction des tissus périphériques. 
 Cette séquence d'activation n'est toutefois pas encore bien caractérisée et semble très variable, ce qui pourrait 
influencer le type et l'efficacité des réponses effectrices et mémoires ensuite mises en place. 
(Schéma repris et adapté de Bousso, 2008) 
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 Pour résumer, l'activation des LT CD8 naïfs dans le ganglion lymphatique comprendrait 
donc trois étapes (figure 8) : une première phase de contacts mobiles et transitoires entre les DC et 
les LT, suivie d'une deuxième étape définie par l'établissement d'interactions durables avec les 
CPA, précédant une dernière phase lors de laquelle le LT en prolifération reprend sa migration et 
interagit transitoirement avec les DC. Il est toutefois intéressant de noter que ce processus 
dynamique d'activation du LT naïf peut beaucoup varier, notamment en fonction du modèle 
expérimental utilisé (e. g. expériences in vitro ou in vivo, densité des CPA et de l'antigène...) 
(Bousso and Robey, 2003; Friedl et al., 2005; Bousso, 2008). Cette séquence d'activation du LT 
naïf présente donc une diversité certaine (e. g. variation du nombre de contacts, de leur durée...), ne 
permettant pas d'établir un unique modèle. Il pourrait alors être intéressant de déterminer si ces 
différentes dynamiques d'interaction entre les cDC et les LT CD8 naïfs pourraient avoir une 
influence sur le destin de ces derniers, et en particulier réguler leur état d'activation et le processus 
de différenciation qui en découle. Ceci permettrait d'établir un lien potentiel entre le type et la 
séquence de contacts LT-DC, et l'hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle des réponses T 
ensuite générées. 
 Par ailleurs, bien que ces observations ouvrent de nouvelles perspectives sur les processus 
de l'activation T, ils soulèvent également de nombreuses questions. 
 Tout d'abord, qu'est-ce qui induit la formation soit d'une kinapse (i. e. contact transitoire 
entre cellules mobiles), soit d'une synapse (i. e. interaction stable et prolongée) ? Plusieurs modèles 
ont initialement été élaborés, impliquant soit des modifications au niveau de la DC (e. g. expression 
de molécules d'adhérence), soit l'atteinte du seuil d'activation du LT naïf suite à l'accumulation de 
signaux (Bousso, 2008).  Des études plus récentes ont cependant suggéré que la formation d'une 
kinapse ou d'une synapse dépendrait de l'intensité de la liaison de l'antigène au TCR, qui régulerait 
la mobilité du LT et son arrêt ou non pour former un contact stable (Moreau et al., 2012, 2015). 
 Ensuite, les rôles respectifs de ces deux types d'interactions, ainsi que le lien entre la durée 
des contacts et l'activation du LT CD8 naïf, restent encore à déterminer précisément. Le 
développement actuel de nouvelles méthodes expérimentales in vitro tels que des microcanaux 
(Moreau et al., 2017), et de techniques d'imagerie in vivo (Moreau and Bousso, 2017), va 
probablement permettre d'élucider ces points dans les années à venir. Des résultats préliminaires 
basés sur des modélisations informatiques ont déjà montré que la stabilité des synapses serait plus 
favorable à l'activation et la prolifération du LT naïf par rapport aux kinapses (Moreau et al., 2016). 
Néanmoins, il a été observé début 2018 que la longue phase d'interaction entre les LT CD8 naïfs et 
les CPA (i. e. la phase 2 évoquée précédemment) pourrait impliquer des kinapses, et pas seulement 
des synapses comme il l'était pensé auparavant (Mayya et al., 2018). Les signaux antigéniques 
successifs reçus par le LT seraient alors a priori suffisants pour maintenir la signalisation TCR et 
permettre l'activation de la cellule naïve. Ces nouveaux résultats, complétés par les avancées 
futures, permettront ainsi de déterminer comment les interactions entre les CPA et les LT CD8 naïfs 
influencent l'activation de ces derniers, et de mieux comprendre comment cette dynamique 
cellulaire participe à la mise en place de réponses T hétérogènes d'un point de vue fonctionnel et 
qualitatif. 
 Nous allons maintenant aborder en détail la notion de synapse immunologique et étudier son 
rôle dans l'activation des LT CD8 naïfs. 
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1.2.2) La synapse immunologique 
a) Historique et définition 
 Le mot "synapse" provient du grec "syn" : ensemble et "haptein" : toucher, et illustre une 
connexion ou une jonction entre deux éléments. Ce terme fut initialement utilisé au XIXème siècle 
pour décrire la jonction entre deux chromosomes, puis fut choisi pour définir la zone de contact 
entre deux neurones (Huppa and Davis, 2003). C'est seulement un siècle plus tard, en 1984, que la 
notion de synapse fut appliquée aux lymphocytes par Michael Norcross, dans un papier précurseur 
où il proposa que la formation d'une dite synapse entre les CPA et les LT favoriserait l'activation de 
ces derniers (Norcross, 1984). Cette synapse fut ensuite observée pour la première fois en 1991 par 
Abraham Kupfer, qui visualisa l'interaction entre des LB et des LT par microscopie à fluorescence 
et démontra notamment une localisation polarisée des cytokines à l'interface entre les deux cellules, 
suggérant une sécrétion directionnelle de ces molécules (Kupfer et al., 1991).  
 Ainsi, en 1994, la synapse immunologique (IS) fut définie comme une jonction stable entre 
deux cellules, d'une dizaine de nanomètres d'épaisseur, pouvant se maintenir jusqu'à plusieurs 
heures (Paul and Seder, 1994). De plus, l'IS est caractérisée par une polarisation des constituants 
cellulaires (e. g. MTOC, vésicules de sécrétion...) qui promeut une communication directionnelle et 
juxtacrine entre les deux cellules en contact. Ainsi, la définition d'IS pourrait se résumer à trois 
termes : adhérence, stabilité et polarité (Dustin and Colman, 2002). 
b) Organisation structurale 
 Diverses techniques d'imagerie ont permis d'étudier l'IS formée entre les LT CD8 naïfs et les 
cDC, et en particulier de disséquer sa structure et son organisation moléculaire (Huppa and Davis, 
2003). Ces observations ont permis de mettre en évidence plusieurs zones, constituées de 
complexes moléculaires spécifiques, dénommées SMAC pour "Supra-Molecular Activation 
Complexes" en anglais (Monks et al., 1998). On distingue plusieurs SMAC, depuis le centre de l'IS 
vers la périphérie (figure 9A) : 
- cSMAC : Zone centrale, constituée du complexe récepteur TCR et de molécules impliquées dans 
la signalisation en aval de ce récepteur T (e. g. PKC-θ, LCK...). 
- pSMAC : Zone périphérique, comprenant des molécules d'adhérence (e. g. LFA-1) et des 
protéines associées au cytosquelette d'actine (e. g. taline). 
- dSMAC : Zone distale, caractérisée par la présence d'un anneau d'actine et de la phosphatase 
CD45. 
 Il est intéressant de noter que la structure de l'IS, ainsi que les fonctions qui y sont associées, 
varient en fonction des types cellulaires considérés. Par exemple, les NK, les LT CD4 auxiliaires et 
les LT CD8 effecteurs établissent des synapses dites "sécrétrices" avec leurs cibles, dont le cSMAC 
est divisé en deux zones : une zone de signalisation TCR et une zone de sécrétion des granules 
lytiques et des cytokines (Stinchcombe, Bossi, et al., 2001; Friedl et al., 2005). De leur côté, les 
thymocytes établissent un autre type d'IS avec les DC, de type multicentrique. Ces IS sont 
caractérisées par de nombreux regroupements des TCR, formant des patchs au niveau de la zone de 
contact (Friedl et al., 2005). Ce type d'IS est notamment impliqué dans le processus de sélection 
négative des thymocytes.  
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Figure 9 : La synapse immunologique d'activation. 
A- Structure de la synapse immunologique. 
 Vues de profil et de face de la synapse immunologique, montrant son organisation en différentes zones 
concentriques caractérisées par la présence de molécules spécifiques :  
- cSMAC : Zone centrale, constituée du complexe récepteur TCR-CD3, du corécepteur CD8, des molécules de co-signal 
(e. g. CD28) et de protéines impliquées dans la signalisation en aval du récepteur T (e. g. PKC-θ, LCK, LAT...). 
- pSMAC : Zone périphérique, comprenant des molécules d'adhérence (e. g. LFA-1) et des protéines associées au 
cytosquelette d'actine (e. g. taline). 
- dSMAC : Zone distale, caractérisée par la présence d'un anneau d'actine et des molécules CD44 et CD45. 
(Schéma repris et adapté de Huppa and Davis, 2003) 
B- Comparaison de la structure des kinapses et des synapses. 
 (Gauche) L'IS vue de face, formée des cSMAC, pSMAC et dSMAC définis précédemment. 
 (Droite) La kinapse vue de face, constituée des structures caractéristiques d'une cellule migratrice : un 
lamellipode à l'avant, suivi d'une lamelle puis d'un uropode à l'arrière. 
 Le dégradé de couleur bleue correspond à la densité du cytosquelette d'actine, localisé majoritairement au 
dSMAC ou au lamellipode. Les points verts et rouges correspondent respectivement aux clusters de TCR (situés au 
cSMAC ou à l'uropode) et d'intégrines LFA-1 (localisés au p-SMAC ou au niveau de la lamelle). 
(Schéma repris de Dustin, 2008) 
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Figure 9 : La synapse immunologique d'activation. 
C- Mise en place de la synapse immunologique. 
 La formation de la synapse immunologique se déroule en plusieurs étapes : 
- Une première étape caractérisée par la présence des molécules d'adhérence LFA-1 au centre de la synapse en 
formation, entourées des récepteurs TCR localisés plus en périphérie. Lors de cette phase, le cytosquelette d'actine 
s'accumule au centre de la synapse. 
- Une seconde étape de mouvement centripète et de contraction, au cours de laquelle les TCR migrent vers le centre de 
l'IS tandis que les molécules d'adhérence sont déplacées en périphérie. Ces mouvements des récepteurs TCR et des 
molécules LFA-1 sont favorisés par les flux rétrogrades d'actine et les mouvements contractiles du système d'actine 
myosine. 
La succession de ces deux phases aboutit à l'établissement d'une IS mature. 
(Schéma adapté de Fooksman et al., 2010) 
 
 
 La structure synaptique formée dépend également du type d'interaction établie entre le LT et 
la DC. Par exemple, les kinapses évoquées précédemment possèderaient une structure asymétrique, 
en lien avec la morphologie de la cellule en migration (figure 9B) : les constituants du cSMAC (e. 
g. TCR et molécules de signalisation associées...) seraient situés au niveau du lamellipode, les 
intégrines LFA-1 se localiseraient au niveau du corps cellulaire (lamelle), tandis que les molécules 
caractéristiques du dSMAC (e. g. actine) se trouveraient concentrées au niveau de l'uropode 
(Dustin, 2008). 
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c) Formation de l'IS 
 Monks et collègues ont ainsi établi l'organisation spatiale de l'IS en 1998, mais leurs 
observations n'avaient pas permis de déterminer la dynamique temporelle de sa formation. Celle-ci 
fut révélée un an plus tard par le groupe de Michael Dustin, grâce à l'utilisation de bicouches 
lipidiques couplées à des agonistes fluorescents induisant l'activation du LT et la formation d'une IS 
mature (Grakoui et al., 1999). Les observations microscopiques réalisées, complétées par de 
nombreux travaux ultérieurs, permettent de conclure que la formation de l'IS se déroule selon 
plusieurs étapes (figure 9C) (Friedl et al., 2005) : 
 1) La rencontre productive entre le LT et la DC porteuse de l'antigène dont il est spécifique, 
induisant l'arrêt du LT. 
 2) La mise en place de l'IS et l'initiation de la signalisation TCR. Lors de cette étape, les 
molécules d'adhérence (LFA-1/ICAM-1) sont localisées au centre de la synapse, où a également 
lieu une réorganisation intense du cytosquelette d'actine. Les récepteurs TCR sont quant à eux 
localisés en périphérie de la synapse en formation. Cette structure précoce favoriserait l'étalement et 
l'adhérence initiale du LT à la CPA. 
 3) Une étape de mouvement centripète et de contraction, au cours de laquelle les TCR 
migrent vers le centre de l'IS tandis que les molécules d'adhérence sont déplacées en périphérie. Ces 
déplacements moléculaires, régulés par le flux d'actine et les forces contractiles générées par le 
système actine-myosine (Yi et al., 2012; Murugesan et al., 2016), aboutissent à l'organisation 
concentrique en SMAC et la formation d'une IS mature (5 à 30 minutes après le début de 
l'interaction entre le LT naïf et la DC). 
 4) L'internalisation et la dégradation des TCR. 
 5) Le démantèlement de l'IS. 
d) Rôles de l'IS d'activation entre les LT CD8 naïfs et les DC 
 - Etablissement d'une adhérence stable entre deux cellules : 
 Comme initialement décrit par Mempel et collègues en 2004, l'établissement de l'IS favorise 
le maintien d'un contact stable, sur plusieurs heures, entre le LT CD8 naïf et la DC (Mempel et al., 
2004). De plus, la mise en place d'interactions entre LFA-1 et ICAM-1 au niveau du pSMAC 
permet de rapprocher les membranes du LT et de la DC à une dizaine de nanomètres de distance, et 
ainsi de favoriser la liaison entre les TCR et les complexes CMH-peptide. Il a notamment été 
démontré qu'en l'absence de LFA-1, 100 fois plus d'antigènes sont nécessaires pour induire 
l'activation du LT (Bachmann et al., 1997). Ainsi, l'adhérence entre le LT et la DC, permise par 
l'interaction entre LFA-1 et ICAM-1, favoriserait l'activation du TCR. 
 De plus, le développement récent de techniques permettant de mesurer l'intensité des forces 
exercées à la synapse a permis de mieux caractériser les phénomènes mécaniques mis en jeu à l'IS 
et leurs conséquences (Basu and Huse, 2017). Par exemple, les forces extensives générées par le 
flux rétrograde d'actine augmentent la spécificité et l'activation mécanique des TCR et des 
molécules LFA-1, qui transmettent un co-signal au LT. Ainsi, grâce à la dynamique de l'actine et 
des intégrines, l'IS joue un rôle mécanique important et optimise les signalisations intracellulaires et 
les échanges d'information entre le LT et la CPA. 
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- Régulation de la signalisation TCR :  
           Le rôle de l'IS mature dans l'initiation et/ou le maintien de la signalisation TCR, suggéré par 
l'accumulation de ces récepteurs au cSMAC, a longtemps été débattu mais plusieurs études ont 
permis d'éclairer cette controverse. D'une part, les deux études initiales de Monks, Grakoui et 
collègues ont mis en évidence que l'IS mature se forme suite à la reconnaissance du complexe 
CMH-peptide (ou de peptides agonistes), et donc en réponse à l'induction de la signalisation TCR 
(Monks et al., 1998; Grakoui et al., 1999). Par ailleurs, l'étude de la phosphorylation de protéines 
impliquées dans la signalisation TCR proximale (e. g. LCK, ZAP-70) a montré que les premières 
étapes de la signalisation TCR se déroulent lorsque les TCR sont localisés en périphérie de la 
synapse, et sont terminées une fois que l'IS mature se forme (Lee, 2002; Trautmann and Valitutti, 
2003; Varma et al., 2006). Enfin, une autre étude a montré que la signalisation TCR pouvait se 
dérouler soit au pSMAC soit au cSMAC, selon la durée et de l'intensité de la stimulation 
antigénique (Cemerski et al., 2008; Valitutti, 2008). Quoi qu'il en soit, nous pouvons conclure de 
ces études que l'IS mature ne serait pas requise pour initier la signalisation TCR, ce qui est en 
accord avec la démonstration ultérieure que la formation de kinapses seulement suffit à induire la 
signalisation TCR (Moreau et al., 2012). 
 L'IS mature ne jouerait donc pas de rôle dans la signalisation TCR ? Pas si sûr... En effet, 
Lee et collègues ont montré grâce à des modélisations informatiques que le regroupement des TCR 
et des molécules de cette voie au centre de l'IS augmenterait l'intensité de la signalisation (Lee et al., 
2003). De plus, l'étude de protéines impliquées dans la dégradation des complexes TCR (e. g. 
CD2AP, une molécule "d'échafaudage" également impliquée dans la régulation du cytosquelette 
d'actine) leur a permis de montrer que la formation de l'IS mature et des clusters moléculaires en 
son centre augmenterait le nombre de molécules CD2AP à cet endroit, favorisant l'internalisation et 
la dégradation des TCR.  
 Ainsi, comme l'expliquent Dustin et Long dans une de leur revues : "L'IS fonctionnerait 
donc comme une machinerie moléculaire convertissant la signalisation TCR précoce en une 
structure stable, qui maintient la signalisation pour permettre une activation complète du LT" 
(Dustin and Long, 2010). Cependant, cette signalisation TCR de forte intensité (permise par la mise 
en place de clusters moléculaires) est régulée au niveau de l'IS et contrebalancée par la down-
régulation du TCR par des protéines spécifiques (Wiedemann et al., 2005). Ce rôle modulateur de 
l'IS limiterait l'activation des LT de forte affinité pour l'antigène, permettant ainsi l'expansion 
d'autres clones de LT et la mise en place de réponses immunitaires hétérogènes aptes à combattre 
l'infection. 
- Induction de co-signaux :  
 En plus des signaux TCR, l'activation complète des LT CD8 requiert des signaux co-
stimulateurs (Chen and Flies, 2013). De nombreux récepteurs de co-signal sont exprimés par les LT 
CD8 naïfs, tels que CD28, ICOS et CD2, et interviennent au niveau de l'IS entre la DC et le LT 
CD8 naïf pour promouvoir l'activation de ce dernier suite à la liaison à leurs ligands exprimés par la 
CPA. En parallèle, des corécepteurs inhibiteurs, comme CTLA-4, PD1 et TIM3, sont également 
exprimés par le LT CD8 naïf au niveau de l'IS (Chen and Flies, 2013). L'interaction avec leurs 
ligands régule quant à elle négativement l'activation de la cellule naïve. 
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- Sécrétion directionnelle : 
 Un rôle de l'IS dans la sécrétion directionnelle de molécules par le LT naïf fut proposé très 
tôt, tout d'abord suite à la mise en évidence d'une sécrétion cytokinique en direction des récepteurs 
T activés (Poo et al., 1988), puis par l'observation microscopique d'une polarisation des cytokines 
du côté de l'IS (Kupfer et al., 1991; Reichert et al., 2001). Cette sécrétion polarisée à l'IS, 
notamment de la cytokine IFNγ, fut tout d'abord suggérée comme favorisant une activation 
sélective et spécifique de la CPA, qui serait directement en contact avec une forte concentration de 
molécules sécrétées dont la diffusion serait limitée par la structure et la dynamique de l'IS (Kupfer 
et al., 1994; Dustin, 2008; Huse et al., 2008). Des études ultérieures complétèrent ensuite ce 
modèle. En particulier, plusieurs travaux ont montré que l'IFNγ sécrété à l'IS pouvait diffuser sur 
une certaine distance et activer d'autres cellules, dites "bystander" (Müller et al., 2012; Sanderson et 
al., 2012). Ainsi, bien que la CPA soit probablement la cellule recevant préférentiellement les 
signaux cytokiniques sécrétés par le LT CD8 naïf à l'IS, ces molécules n'agissent pas uniquement et 
spécifiquement sur cette cellule. Les cytokines agissent également sur d'autres cellules à proximité, 
de façon plus ou moins importante en fonction notamment de la concentration des molécules 
libérées et de leur pouvoir diffusible (Huse, 2012). 
 
1.3) D'autres types cellulaires sont nécessaires pour une activation optimale des LT CD8 naïfs 
1.3.1) Rôle des LT CD4 
 Dès les années 1990, les LT CD4 ont été démontrés comme étant nécessaires à l'activation 
complète des LT CD8 naïfs grâce à des expériences in vitro et in vivo (Bevan, 2004; Castellino and 
Germain, 2006). Cependant, peu de choses étaient alors connues sur les mécanismes mis en jeu 
dans ce processus. La mise en évidence d'une part que les épitopes antigéniques devaient être 
présentés par la même CPA aux LT CD4 et CD8 (Bennett et al., 1997), et d'autre part que 
l'activation des LT CD8 nécessitait l'interaction CD40-CD40L entre le LT CD4 et la cDC (Bennett 
et al., 1998; Ridge et al., 1998; Schoenberger et al., 1998), a permis de conclure que l'aide des CD4 
à l'activation des CD8 passait par un intermédiaire : la cDC. Les LT CD4 induisent en effet 
l'activation et la maturation de la CPA, qui est alors apte à présenter l'antigène au LT CD8 et à 
induire son activation complète. Le déroulement de ces interactions cellulaires a été décrit plus en 
détail en 2015, dans deux publications parues dans les journaux Cell et Immunity (Eickhoff et al., 
2015; Hor et al., 2015). Ces études ont montré que l'activation initiale des LT CD4 et CD8 est 
spatialement distincte au sein du ganglion lymphatique et implique des interactions avec différentes 
DC migratrices (figure 10). Suite à leur activation, les LT CD4 et CD8 migrent jusqu'à une même 
zone du paracortex, où ils interagissent avec un troisième type de cDC (les cDC XCR1+) et forment 
des complexes tri-cellulaires où l'aide CD4 est alors transmise aux CD8. Pour résumer, différents 
types de contacts interviennent lors de l'activation des CD4 et des CD8 dans le ganglion : suite à des 
activations initiales distinctes, les LT CD4 et CD8 interagissent avec les cDC XCR1+ qui servent de 
relais pour la transmission de l'aide CD4 aux LT CD8. Celle-ci permet l'activation complète des LT 
CD8 naïfs et ainsi leur différenciation ultérieure en cellules effectrices et mémoires (Castellino and 
Germain, 2006; Laidlaw et al., 2016), tout en induisant des modifications transcriptomiques de ces 
cellules (e. g. down-régulation de molécules co-inhibitrices, augmentation de l'expression de 
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récepteurs aux chimiokines...) qui permettent d'augmenter l'efficacité des réponses T CD8 (Ahrends 
et al., 2017). 
 Malgré ces résultats, le rôle des LT CD4 dans l'activation des LT CD8 reste controversé. En 
effet, selon les modèles infectieux utilisés et l'intensité des réponses inflammatoires associées, les 
LT CD4 semblent être nécessaires ou non à l'activation des LT CD8 naïfs et à la génération 
consécutive des réponses T CD8 (Castellino and Germain, 2006; Williams and Bevan, 2007). Un 
modèle global sur le rôle des LT CD4 dans la génération et le maintien des réponses T CD8 n'a 
donc pas encore été clairement établi, ce qui constituerait pourtant une avancée majeure dans la 
compréhension des mécanismes régulant la génération de réponses T CD8 efficaces. 
 
 
 
Figure 10 : L'activation des LT CD8 naïfs repose sur des interactions avec de nombreux types cellulaires. 
 L'activation optimale des LT CD8 naïfs au sein des ganglions lymphatiques résulte d'interactions avec divers 
types cellulaires : des pDC, des cDC et des LT CD4. 
 L'activation initiale des LT CD8 et CD4 naïfs se déroule dans des zones distinctes au sein du ganglion 
lymphatique, et repose sur des interactions avec différentes cDC migratrices. Les LT CD8 activés sécrètent alors les 
chimiokines CCL3-CCL4 et XCL1, qui vont respectivement permettre de recruter les pDC et les cDC XCR1+. 
 Une fois ces populations rassemblées au sein d'un gros complexe multicellulaire, l'IFN de type I sécrété par les 
pDC optimise la maturation des cDC XCR1+ (1) qui vont co-stimuler les LT CD8 naïfs et renforcer leur activation (2). Par 
ailleurs, ces cDC XCR1+ servent également de relais dans la transmission de l'aide des LT CD4 aux LT CD8 (3), 
permettant une activation optimale de ces derniers. 
(Schéma adapté de Amigorena, 2015; Burbage and Amigorena, 2017) 
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1.3.2)  Intervention des pDC 
 Ainsi, l'activation des LT CD8 naïfs nécessite des interactions avec les LT CD4 et différents 
types de cDC. Par ailleurs, un autre type cellulaire a également été montré comme nécessaire à 
l'activation des LT CD8 naïfs : les pDC (Brewitz et al., 2017). Ces cellules à l'allure de plasmocyte, 
identifiées à la fin des années 1990, sont traditionnellement connues pour jouer un rôle crucial lors 
des infections virales en sécrétant de l'IFN de type I, qui augmente notamment les réponses 
inflammatoires et favorise l'activité cytotoxique des cellules NK et des LT CD8 effecteurs (Colonna 
et al., 2004). Dans l'étude de Brewitz et collègues, un rôle supplémentaire de ces cellules a été mis 
en évidence, cette fois-ci dans l'activation des LT CD8 naïfs (figure 10). Les travaux réalisés 
montrent que dans le ganglion lymphatique, les pDC sont recrutées au niveau des LT CD8 grâce 
aux cytokines sécrétées par ces derniers (CCL4 et CCL3), en parallèle des cDC XCR1+ qui migrent 
également vers les CD8 en réponse au gradient de XCL1. La sécrétion d'IFN de type I par les pDC 
induit ensuite la maturation des cDC XCR1+ (i. e. expression de molécules de co-stimulation) qui 
peuvent alors jouer leur rôle de CPA et activer complètement les LT CD8 naïfs. 
 
 Ainsi, comme nous l'avons représenté figure 10, l'activation des LT CD8 naïfs dans les 
ganglions lymphatiques fait intervenir de nombreuses interactions avec divers types cellulaires (i. e. 
des cDC, des pDC et des LT CD4), qui leur fournissent les trois signaux antigéniques, co-
stimulateurs et cytokiniques nécessaires à leur activation complète. Cette phase d'activation induit 
alors la prolifération des LT et leur différenciation en cellules effectrices, étapes que nous allons 
maintenant aborder en détail. 
 
2- L'activation des LT CD8 naïfs induit leur prolifération 
 Une fois activés, les LT CD8 naïfs commencent à proliférer, pouvant subir entre 15 et 20 
divisions dans la semaine suivant la stimulation antigénique pour générer jusqu'à 10 millions de 
cellules effectrices (Badovinac et al., 2007; Obst, 2015) : c'est le phénomène d'expansion clonale. 
L'amplitude de cette expansion est régulée par de nombreux signaux, que nous allons 
successivement détailler.  
 
2.1) Régulation de l'expansion clonale par de nombreux facteurs 
2.1.1) Influence de la fréquence des LT précurseurs naïfs 
 Nous avons vu précédemment que la fréquence d'un clone de LT naïfs varie entre 1 et 100 
cellules pour 106 cellules, selon le clone considéré. Initialement, le suivi de populations de LT CD8 
TCR transgéniques après infection virale a montré que la taille du pool d'effecteurs générés serait 
dépendante du nombre de LT naïfs constituant le clone (Obar et al., 2008; Kotturi et al., 2008). 
Cependant, des études de réponses polyclonales, ou des expériences à l'échelle de la cellule unique, 
ont montré que la taille des populations générées après infection ne serait pas seulement dépendante 
de la fréquence des précurseurs naïfs per se, mais dépendrait aussi du nombre de LT naïfs ayant 
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effectivement été activés et de leur durée de prolifération. En effet, seulement 5% des LT naïfs d'un 
clone participeraient à l'expansion clonale. De plus, les cellules de ces clones proliféreraient de 
façon différentielle (i. e. certaines cellules se divisant beaucoup plus que d'autres), formant ainsi une 
population hétérogène de LT effecteurs issus de divers précurseurs (La Gruta et al., 2010; Gerlach 
et al., 2013; Buchholz et al., 2013). Les caractéristiques de la population de LT CD8 naïfs 
pourraient donc influencer la population effectrice générée, mais les paramètres mis en jeu dans ce 
processus restent encore à mieux caractériser. 
 
2.1.2) Rôle des signaux TCR et co-stimulateurs 
 Dès les années 1980, il a été mis en évidence que la prolifération des LT dépendait de la 
concentration en antigène et du nombre de molécules de CMH-I exprimées par la CPA (Matis et al., 
1983), suggérant un rôle majeur des signaux TCR dans l'expansion clonale des LT CD8. En effet, la 
stimulation du TCR par les complexes CMH-peptide est un préambule obligatoire à l'activation du 
LT CD8 naïf et à sa prolifération consécutive. Par ailleurs, en plus d'être déclenchée par ces 
signaux, la prolifération pourrait être proportionnelle à l'intensité et à la durée des signalisations en 
aval du TCR et de CD28 (Cui and Kaech, 2010; Tscharke et al., 2015). En effet, ces deux voies de 
signalisation contrôleraient l'amplitude de l'expansion clonale en régulant à la fois le nombre de 
cellules entrant en cycle et le nombre de divisions effectuées (Gudmundsdottir et al., 1999). 
 
 2.1.3) Régulation par les signaux cytokiniques 
 Les signaux cytokiniques font également partie intégrante des mécanismes régulant 
l'expansion clonale. La reconnaissance de l'antigène par les LT CD8 induit l'expression de CD25 (le 
récepteur de haute affinité pour l'IL-2), et ce en moins de 12h après immunisation (D’Souza and 
Lefrancois, 2003). De plus, la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (e. g. IFNα/β, IL-12) par 
d'autres cellules immunitaires innées (e. g. DC, macrophages, neutrophiles...) agit sur les cellules 
activées et prolonge leur expression de CD25 (Starbeck-Miller et al., 2014). Ainsi l'IL-2, sécrétée 
rapidement après infection par les LT CD4 et dans une moindre mesure par les LT CD8 activés, se 
lie à son récepteur CD25 ce qui permet de maintenir la prolifération cellulaire initiée par les signaux 
antigéniques et co-stimulateurs (D’Souza and Lefrancois, 2003). Toutefois, il faut mentionner que 
l'action de ces cytokines pourrait ne pas être un fait généralisable : en effet, l'IFN de type I et l'IL-12 
réguleraient l'expansion clonale des LT CD8 seulement en cas d'infection par quelques pathogènes 
particuliers (e. g. L. monocytogenes, LCMV) (Keppler et al., 2012). La prolifération des LT CD8 
est donc modulée par diverses combinaisons de cytokines, qui varient en fonction du pathogène 
considéré et du niveau d'inflammation associé. 
 
2.1.4) Dynamique temporelle de la régulation de l'expansion clonale 
 Les modalités exactes de la régulation de l'expansion clonale par tous ces facteurs (i. e. 
antigéniques, co-stimulateurs et cytokiniques), et notamment sa dynamique temporelle, ont pendant 
longtemps été controversées. A l'origine, on pensait que l'expansion clonale était maintenue grâce à 
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des stimulations antigéniques répétées, mais cette idée a ensuite été réfutée par la mise en évidence 
d'un phénomène d'autopilote des LT CD8 in vitro et in vivo : dans ces expériences, la prolifération 
des LT pouvait être induite et maintenue suite à une seule période de stimulation antigénique (plus 
ou moins longue selon les modèles utilisés), et ne nécessitait pas la persistance des antigènes 
(Mercado et al., 2000; Kaech and Ahmed, 2001; van Stipdonk et al., 2001). Cependant, ce modèle 
d'autopilote ne fut pas observé par tous et les résultats de certaines études nuancèrent ce modèle 
pourtant bien accepté par la communauté : d'autres facteurs, notamment des signaux cytokiniques, 
semblaient nécessaires pour maintenir l'expansion (Storni et al., 2003; Curtsinger et al., 2003). Etant 
donné ces résultats contradictoires, en accord ou non avec l'existence d'une phase d'expansion 
indépendante de l'antigène, on peut supposer que l'expansion clonale des LT CD8 est induite et 
programmée dans les premières 24h après activation, mais qu'elle peut ensuite être modulée selon 
les signaux antigéniques ou inflammatoires rencontrés par la cellule en division. Cette hypothèse est 
d'ailleurs supportée par plusieurs résultats plus récents, qui démontrent que la prolifération des LT 
CD8 est programmée lors d'une stimulation initiale d'environ 24h, grâce à l'accumulation de 
signaux TCR et de co-stimulation. Néanmoins, ce programme de division peut par la suite être 
modulé et amplifié par des facteurs environnementaux, et notamment par des signaux cytokiniques 
tels que l'IL-2 (Au-Yeung et al., 2014; Marchingo et al., 2014; Obst, 2015). Cette combinaison de 
facteurs joue donc un rôle crucial dans la mise en place des réponses T CD8, en favorisant la 
génération d'un pool de cellules effectrices puis mémoires efficaces, aptes à combattre et à éliminer 
l'agent infectieux. 
 
2.2) Transition métabolique associée à l'activation et à la prolifération des LT CD8 
 Au cours de l'expansion clonale, le taux de prolifération des LT CD8 peut atteindre la 
vitesse d'une division toutes les 4 ou 6h (Zhang and Bevan, 2011). Ce rythme élevé de prolifération 
nécessite des changements métaboliques au sein du LT CD8 en division : les apports de la cellule 
en glucose, acides aminés et en fer s'élèvent, tandis que l'activité des voies anaboliques et 
notamment de la glycolyse augmentent. Cette transition métabolique permet au LT CD8 en 
prolifération de subvenir aux besoins énergétiques nécessaires à la synthèse de nouvelles molécules 
(Michalek and Rathmell, 2010; Man and Kallies, 2015). On peut ici noter que ces changements 
métaboliques sont entre autres régulés par la voie PI3K-AKT-mTOR, induite par les voies de 
signalisations en aval du TCR et de la molécule de co-stimulation CD28, dont nous reparlerons 
ultérieurement (Chi, 2012; Man and Kallies, 2015). 
 
 Ainsi, suite à leur activation dans le ganglion lymphatique, les LT CD8 commencent à 
proliférer. En parallèle de cette expansion clonale, un programme de différenciation est également 
initié, permettant la naissance, quelques jours plus tard, d'une population de très grande taille de LT 
CD8 effecteurs, prêts à combattre l'agent infectieux au sein du tissu grâce à leurs nouvelles 
fonctions effectrices. Ce rôle des LT CD8 effecteurs dans la lyse des cellules cibles leur a d'ailleurs 
valu le nom de LT cytotoxiques (LTc). Dans la partie suivante, nous allons étudier tout d'abord les 
facteurs impliqués dans la différenciation des LT CD8 naïfs en LTc, puis nous caractériserons les 
fonctions effectrices de ces cellules, qui leur permettent d'éliminer leurs cellules cibles. 
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3- L'activation des LT CD8 naïfs induit leur différenciation en LT CD8 effecteurs 
3.1) Acquisition des fonctions effectrices par les LT CD8 activés 
 La différenciation des LT CD8 est induite suite à l'activation du LT CD8 naïf par la 
reconnaissance du complexe CMH-peptide dans les OLS, et dépend de l'accumulation de signaux 
rencontrés lors des trois premiers jours suivant la rencontre avec l'antigène. 
 
3.1.1) Rôle de la stimulation TCR 
 La stimulation du TCR par le complexe CMH-peptide, induisant l'activation du LT CD8 
naïf, est un préambule nécessaire à sa différenciation en LTc et à l'acquisition de ses fonctions 
effectrices. En effet, un LT CD8 naïf ne deviendra jamais un LT effecteur sans avoir rencontré son 
antigène. 
 Néanmoins, bien que la nécessité des signaux TCR pour former des cellules effectrices soit 
un fait avéré, la régulation de la différenciation en LT effecteur par l'intensité de ces signaux reste 
controversée. Tandis que certaines études suggèrent que l'acquisition du potentiel effecteur n'est pas 
dépendante de l'intensité du signal TCR (Gerlach et al., 2010), d'autres travaux proposent que la 
reconnaissance des complexes CMH-peptide avec une forte affinité favoriserait la différenciation en 
LT effecteur (King et al., 2012). Cependant, dans cette seconde étude, il n'est pas clair si la 
reconnaissance de l'antigène avec une forte affinité induit la différenciation en effecteur en tant que 
telle, ou si le nombre plus important de cellules effectrices résulte d'une augmentation de 
l'expansion clonale (dont nous avons vu précédemment que son amplitude dépendait du signal TCR 
indépendamment de l'affinité). De plus, King et collègues supposent qu'un signal TCR de forte 
intensité favorise la destinée effecteur par l'augmentation des divisions asymétriques (au cours 
desquelles la cellule fille proximale acquiert un potentiel effecteur, comme nous le reverrons plus 
tard). Il est alors possible que la destinée effecteur soit induite non pas par un fort signal TCR per 
se, mais par la plus grande réception de signaux inflammatoires par la cellule proximale au contact 
de la CPA. 
 Ainsi, bien que la stimulation du TCR soit un phénomène préalable et nécessaire à 
l'activation et à la prolifération du LT, le rôle de l'intensité de ces signaux dans la différenciation 
des LT CD8 activés reste encore controversé. Par ailleurs, la différenciation de ces cellules pourrait 
également reposer sur les signaux environnementaux rencontrés après activation, qui induisent des 
voies de signalisation spécifiques régulant la destinée cellulaire. 
 
3.1.2) Régulation de la différenciation en LTc par des signaux cytokiniques 
 L'importance du signal cytokinique dans la différenciation des LT CD8 naïfs en cellules 
effectrices est aujourd'hui bien connu, et ce depuis une quinzaine d'années (Curtsinger et al., 2003). 
De nombreux travaux ont ainsi montré que l'acquisition du destin effecteur reposait sur la réception 
de signaux cytokiniques particuliers. 
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 D'une part, plusieurs études de délétion ou de surexpression ont montré que la cytokine pro-
inflammatoire IL-12 induisait la différenciation en LT CD8 effecteur et augmentait les fonctions 
effectrices de ces cellules (Pearce and Shen, 2007; Rao et al., 2010). 
 D'autre part, l'IL-2 jouerait également un rôle important dans la mise en place de réponses T 
CD8 effectrices. En particulier, l'étude de LT CD8 effecteurs délétés du récepteur à l'IL-2 (IL2Ra-/-) 
a montré que ces cellules avaient une activité cytotoxique défectueuse, liée à une expression réduite 
des molécules granzymes et perforine (Pipkin et al., 2010). Ces observations confirment les 
résultats obtenus in vitro¸ montrant que les LT CD8 cultivés en présence de forte concentration 
d'IL-2 ont des fonctions effectrices accrues. L'IL-2 agirait notamment en maintenant les 
modifications d'expression génétique induites par la stimulation TCR, renforçant l'acquisition de 
propriétés effectrices par le LT en cours de différenciation (Verdeil, Puthier, et al., 2006; Verdeil, 
Chaix, et al., 2006). 
 
3.1.3) Induction de facteurs de transcription spécifiques des LTc 
 La stimulation du TCR par le complexe CMH-peptide, en plus de la réception de signaux 
cytokiniques et inflammatoires (e. g. IL-2, CpG, IL-12, IL-27...) induit la spécification en LT CD8 
effecteur grâce à l'expression de facteurs de transcription spécifiques des cellules effectrices. A titre 
d'exemple, l'IL-2 induit la différenciation en LTc via l'activation du régulateur transcriptionnel 
Blimp-1 (Gong and Malek, 2007; Malek and Castro, 2010). Ce dernier induit notamment 
l'expression de tbx21 (i. e. le gène encodant T-bet), tout en inhibant l'expression de facteurs de 
transcription impliqués dans la différenciation en cellule mémoire (e. g. BCL6, Eomes...), ce qui 
favorise l'acquisition d'un phénotype effecteur et des fonctions associées (Kallies et al., 2009; 
Rutishauser et al., 2009). En parallèle, l'IL-12 favorise également l'expression de tbx21 en activant 
la kinase mTOR et les voies de signalisation induites par cette enzyme (Rao et al., 2010). 
 
 3.2) Phénotype des LT CD8 effecteurs 
 Une fois leur destinée cellulaire acquise, les LT CD8 activés se différencient en LTc, dont le 
phénotype est défini par l'expression ou non d'un certain nombre de marqueurs extra et 
intracellulaires (tableau 3) (Wiesel et al., 2009).  
Marqueur Niveau d'expression Fonction 
CD44 Elevé 
Adhésion à la matrice 
extracellulaire 
CD69 Elevé puis faible 
Marqueur d'activation précoce 
; Rétention dans le ganglion 
lymphatique 
KLRG1 Elevé 
Marqueur de différenciation ; 
Marqueur de sénescence 
CD57 Elevé 
Marqueur de sénescence et de 
différenciation terminale 
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PD-1 Elevé Récepteur co-inhibiteur 
CD127 (IL-7Rα) Faible Prolifération / survie 
CD122 (IL-2Rβ) Intermédiaire Prolifération 
Ki67 Elevé Marqueur de cellule en cycle 
CD11a (chaîne α de LFA-1) Elevée Adhérence cellulaire 
CCR7 Faible 
Migration vers le ganglion 
lymphatique 
CD62L Faible 
Migration vers le ganglion 
lymphatique 
Bcl-2 Faible Survie cellulaire 
Granzyme B Elevé Cytotoxicité 
Perforine Elevé Cytotoxicité 
IFN-γ Elevé Cytokine pro-inflammatoire 
TNF-α Elevé Cytokine pro-inflammatoire 
IL-2 Intermédiaire Prolifération, différenciation 
T-bet Elevé Facteur de transcription 
Blimp-1 Elevé Facteur de transcription 
Id2 Elevé Facteur de transcription 
Tableau 3 : Phénotype des LT CD8 effecteurs.  
 Ces marqueurs phénotypiques permettent notamment de différencier les LT CD8 effecteurs 
à courte durée de vie des précurseurs mémoires et LT CD8 mémoires (Cui and Kaech, 2010). En 
particulier, les LTc (ou SLEC, pour "Short Lived Effector Cells") sont identifiables par leur 
phénotype KLRG1+ CD57+ IL-7Rα- Bcl2-, à l'inverse des cellules mémoires et de leurs précurseurs 
(MPEC, pour "Memory Precursor Effector Cells") au phénotype IL-7Rα+ Bcl-2+ KLRG1- CD57- 
(Kaech et al., 2003; Joshi et al., 2007). Par ailleurs, d'autres travaux plus récents ont montré que 
l'expression des molécules BCL-2 et Ki67 pouvait être utilisée pour distinguer les LT CD8 
effecteurs précoces (BCL-2- Ki67+), des effecteurs tardifs (BCL-2- Ki67-) et des LT CD8 mémoires 
(BCL-2+ Ki67-) (Crauste et al., 2017). 
 Néanmoins, l'utilisation de ces marqueurs pour distinguer ces différentes populations 
cellulaires in vivo nécessite une certaine vigilance, car ces phénotypes ne sont pas absolus. En 
particulier, l'émergence des populations effectrices et mémoires suite à une infection résulte d'une 
différenciation graduelle de précurseurs, dont l'expression de molécules de surface et donc le 
phénotype évolue progressivement. De plus, il existe également des populations différenciées de LT 
au phénotype hybride, telles que des cellules mémoires KLRG1+ IL-7Rα+. Ainsi, bien que ces 
molécules soient utiles pour caractériser les différentes populations de LT CD8, et notamment les 
LTc, celles-ci ne restent qu'indicatives et ne représentent pas toute la diversité populationnelle qu'il 
pourrait être intéressant de prendre en compte en ajoutant d'autres marqueurs complémentaires. 
 D'ailleurs, les molécules que nous venons de détailler ne sont pas que de simples marqueurs 
phénotypiques : comme cela l'est précisé dans le tableau 3, ces protéines jouent différentes 
fonctions. Ce phénotype des LT CD8 effecteurs est donc à mettre en lien avec d'une part leurs 
propriétés migratrices, que nous avons déjà étudiées, et d'autre part leurs fonctions effectrices, que 
nous allons maintenant aborder. 
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Figure 11 : La synapse immunologique cytotoxique. 
A- Structure de l'IS cytotoxique. 
 L'IS cytotoxique est caractérisée par un cSMAC divisé en deux zones : un domaine d'activation, comprenant les 
complexes récepteurs, et un domaine de sécrétion des granules lytiques et des cytokines. L'organisation du pSMAC et du 
dSMAC (non représenté ici) est similaire à celle de l'IS d'activation. 
(Schéma repris de Friedl et al., 2005) 
B- Dynamique de la formation de l'IS cytotoxique. 
 Suite à la reconnaissance de la cellule cible (1), l'actine (en rouge) initialement concentrée à l'IS se réorganise 
et se relocalise en périphérie de l'IS (2). Ensuite, les complexes récepteurs TCR (en vert) se regroupent au cSMAC, tandis 
que le centrosome (point orange) et les granules migrent en direction de l'IS (3) et contactent la membrane plasmique 
(4). Les granules lytiques sont alors sécrétés à cet endroit, ce qui induit la lyse de la cellule cible (5). 
(Schéma repris de de la Roche et al., 2016) 
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D) L'action effectrice des LTc au sein du tissu infecté permet l'élimination du pathogène 
 Les LTc, comme leur nom l'indique, ont pour fonction majeure de tuer leurs cellules cibles 
(e. g. cellules infectées ou tumorales). Ce phénomène de cytotoxicité repose sur une interaction 
spécifique du LTc avec sa cible puis sur la sécrétion de granules lytiques (ou lysosomes sécrétoires) 
dont les constituants induisent la mort de la cellule à éliminer. Dans cette partie, nous allons étudier 
ce processus hautement régulé, qui permet aux LTc de tuer spécifiquement leurs cibles avec une 
certaine efficacité. 
 
1- L'interaction des LTc avec leurs cellules cibles aboutit à la formation d'une IS cytotoxique 
 Lors de leur migration au sein du tissu infecté, les LTc établissent des contacts avec leurs 
cibles via l'interaction des TCR avec les complexes CMH-peptide : la reconnaissance spécifique de 
l'antigène aboutit à la formation très rapide d'une IS dite cytotoxique, en moins de trois minutes 
après l'initiation du contact (Wiedemann et al., 2006; de la Roche et al., 2016). Ce type d'IS est 
caractérisé par un cSMAC divisé en deux zones : une zone de signalisation TCR et une zone de 
sécrétion des granules lytiques (figure 11A) (Stinchcombe, Bossi, et al., 2001; Dieckmann et al., 
2016). Cette division structurale et fonctionnelle du cSMAC est à mettre en lien avec l'activité 
effectrice du LT cytotoxique, à savoir la sécrétion de granules lytiques et de cytokines. De plus, 
contrairement à l'IS formée entre un LT CD8 naïf et une DC, l'IS cytotoxique a une durée de vie 
courte, d'entre 20 et 30 minutes (Fooksman et al., 2010). 
 Des expériences de vidéo-microscopie à haute résolution ont permis de visualiser la 
dynamique temporelle de formation de l'IS cytotoxique (figure 11B) (Ritter et al., 2015). Celle-ci 
débute par l'accumulation puis la déplétion d'actine à l'interface entre le LTc et sa cible, en moins 
d'une minute après l'initiation du contact. Dans la minute suivante, les TCR se regroupent au 
cSMAC, puis le centrosome et les granules cytotoxiques entament leur migration polarisée vers l'IS. 
Ceux-ci arrivent au niveau du cSMAC environ 6 minutes après la mise en place de l'interaction 
LTc-cible, et la libération de leur contenu par exocytose induit la mort de la cellule cible selon des 
processus que nous allons maintenant détailler. 
 
2- Les LTc tuent les cellules infectées par un phénomène de cytotoxicité 
2.1) Granzymes, perforine et cytotoxicité 
 La lyse de la cellule cible suite à l'exocytose des granules repose en particulier sur l'action de 
plusieurs molécules contenues dans les vésicules du LTc : les granzymes et la perforine. La 
perforine, comme son nom le suggère, forme des pores nanométriques dans la membrane de la 
cellule cible (Baran et al., 2009; Voskoboinik et al., 2015). Les protéines de la famille des 
granzymes sont quant à elles des sérines protéases capables d'activer les voies de l'apoptose suite au 
clivage de leurs molécules cibles comme les caspases (Voskoboinik et al., 2015). On peut ici 
préciser que tous les types de granzymes n'induisent pas de mort cellulaire : les granzymes A et B 
sont les deux seules molécules démontrées comme impliquées dans la cytotoxicité des LTc (Joeckel 
et al., 2017; Voskoboinik et al., 2015 ; Djebali, unpublished data). 
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 La dynamique d'action du système granzyme-perforine a été quantifiée pour la première fois 
en 2013, dans des travaux basés sur des approches biochimiques couplées à de la microscopie en 
time-lapse (Lopez et al., 2013). Ces expériences ont montré que l'exocytose des molécules de 
perforine induit l'activation de cette molécule et la formation de pores dans la membrane plasmique 
de la cellule cible en moins de 30 secondes, permettant l'entrée des granzymes (figure 12). La mort 
cellulaire est ensuite déclenchée dans les deux minutes suivant la formation des pores, suite au 
clivage de divers substrats (e. g. caspases, BID) par granzyme B et l'activation des voies 
apoptotiques. On peut de plus noter que la formation des pores est très transitoire (ceux-ci se 
referment moins d'1min30 après leur formation), ce qui empêche les molécules de granzymes de 
diffuser vers d'autres cellules. Le processus de cytotoxicité est donc très rapide (50% des cellules 
étant entrées en apoptose en moins de 10 minutes) et très spécifique de la cible, la structure de l'IS 
empêchant également la diffusion des enzymes lytiques. 
 
 
Figure 12 : Les mécanismes de cytotoxicité des 
LTc. 
 La mort cellulaire induite par le système 
granzyme-perforine repose sur le clivage de 
nombreux substrats par la molécule de granzyme B, 
en particulier la caspase 3 et d'autres caspases 
effectrices (e. g. caspase 7) dont l'activation aboutit 
au clivage de nombreuses protéines impliquées dans 
le maintien de l'intégrité cellulaire, et à la mort de la 
cellule cible. Le granzyme B clive également la 
molécule BID, qui induit la libération de cytochrome 
c depuis la mitochondrie et la formation de 
l'apoptosome (i. e. un complexe moléculaire formé 
de sept molécules d'APAF-1 et de caspase 9). Ce 
complexe initie alors une cascade de clivages 
protéolytiques conduisant à l'activation de caspases 
effectrices et la mort consécutive de la cellule cible. 
 L'activation des caspases et la mort 
cellulaire en résultant peut également être induite 
suite à la liaison de FASL avec son récepteur FAS. La 
stimulation de ce récepteur induit le recrutement de 
protéines adaptatrices telles que FADD, recrutant à 
son tour de nombreuses molécules de caspase 8 qui 
s'auto-activent. Ces caspases initiatrices clivent 
alors divers substrats, dont BID et des caspases 
effectrices, conduisant à la mort de la cellule cible 
selon les mécanismes explicités précédemment. 
(Schéma repris et adapté de Taylor et al., 2008) 
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2.2) FAS-FASL et mort de la cellule cible 
 L'activité cytotoxique du LTc ne repose pas seulement sur la sécrétion de granzymes et de 
perforine. En effet, l'exocytose des granules lytiques induit également la libération de FAS ligand 
(FASL) qui peut se lier à son récepteur FAS à la surface de la cellule cible (figure 12). Cette 
interaction initie alors la voie extrinsèque de l'apoptose (dite voie des récepteurs de mort), reposant 
sur des clivages successifs des caspases et aboutissant à la mort de la cellule cible (Stinchcombe and 
Griffiths, 2007). 
 
2.3) Régulation de l'activité cytotoxique du LTc 
2.3.1) Influence de la signalisation TCR 
 L'interaction entre le LTc et sa cible étant initiée par la reconnaissance des complexes CMH-
peptide, il a depuis longtemps été suggéré que la signalisation TCR pouvait réguler la capacité 
cytotoxique du LTc. Des premières études in vitro ont tout d'abord mis en évidence que l'activation 
d'un très faible nombre de TCR (jusqu'à un minimum de trois) suffisait à induire la sécrétion des 
granules lytiques et la mort de la cellule cible (Purbhoo et al., 2004). Le seuil d'induction de la 
capacité cytotoxique du LTc est donc très faible, et ne nécessite ni l'établissement d'une IS mature 
ni une signalisation TCR (e. g. signal calcique) de forte intensité (Wiedemann et al., 2006). 
Cependant, même si l'induction du processus cytotoxique per se ne requiert la reconnaissance que 
de peu de complexes CMH-peptide, des expériences complémentaires ont démontré qu'une forte et 
rapide induction de la signalisation TCR permettait le recrutement rapide des vésicules au 
centrosome puis leur polarisation directement au cSMAC, favorisant la lyse des cellules cibles. En 
revanche, en réponse à un faible signal antigénique, les granules sont transportés vers le pSMAC 
avant d'éventuellement migrer et d'être sécrétés en bordure du cSMAC, réduisant ainsi l'efficacité 
cytotoxique du LTc (Beal et al., 2009; Jenkins et al., 2009). Ainsi, l'intensité et la dynamique de la 
signalisation TCR régulent le mode de polarisation des granules lytiques à l'IS, dont dépendent la 
rapidité et l'efficacité de la cytotoxicité. 
 
2.3.2) Régulation mécanique de la cytotoxicité 
 Les molécules d'actine, d'intégrine et de myosine exercent une force mécanique au niveau de 
l'IS, qui dépend notamment de la taille et de la structure de celle-ci (Basu et al., 2016; Basu and 
Huse, 2017). Plusieurs expériences ont montré que des modifications de l'architecture synaptique, et 
donc de la force mécanique qui y est exercée, modulent le potentiel cytotoxique du LTc : des petites 
synapses avec un anneau d'actine réduit ont peu d'activité cytotoxique, tandis que des IS de grande 
taille augmentent l'efficacité et la rapidité de la lyse de la cellule cible (Le Floc’h et al., 2013). Ce 
phénomène pourrait s'expliquer en partie par une augmentation de l'activité de la perforine, et donc 
de la formation de pores dans la membrane cible, lorsque la tension membranaire au niveau de l'IS 
est élevée (Basu et al., 2016). 
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2.3.3) Influence des cellules cibles sur le potentiel cytotoxique du LTc 
 L'efficacité du phénomène cytotoxique peut également varier en fonction des cellules ciblées 
par les LTc. 
 D'une part, la nature des cellules cibles peut moduler l'efficacité de leur lyse par les LTc. En 
effet, certaines cellules, comme les cardiomyocytes, semblent intrinsèquement plus résistantes à 
l'apoptose (Zheng et al., 2016). Cette résistance à l'action des LTc pourrait s'expliquer par la 
nécessité de protéger certains types cellulaires particuliers, telles que les cellules cardiaques, dont 
les fonctions sont primordiales pour le maintien de l'homéostasie de l'organisme. 
 D'autre part, les cellules tumorales ou infectées peuvent mettre en place des mécanismes 
d’échappement via, par exemple, la production d’enzymes dégradant les molécules de perforine 
(Khazen et al., 2016), l’expression de ligands de corécepteurs inhibiteurs des LTc (Akhmetzyanova 
et al., 2015), ou la down-régulation de leurs molécules de CMH-I pour ne pas être reconnues (Halle 
et al., 2016). 
 Enfin, la proportion des LTc par rapport aux cellules cibles peut également faire varier 
l'efficacité de la cytotoxicité. A titre d'exemple, il a été démontré qu'un nombre minimal de LTc 
était nécessaire dans le cas de mélanomes pour réussir à éliminer les cellules tumorales, en 
contrebalançant l'effet des mécanismes immunosuppresseurs mis en place au sein de la tumeur 
(Budhu et al., 2010). 
 
2.4) Les LTc : des "serial killers" ? 
 Comme nous l'avons vu précédemment, les LTc lysent leurs cellules cibles rapidement (en 
quelques minutes seulement in vitro) et efficacement, et sont connus depuis longtemps comme 
capables de tuer successivement de nombreuses cibles in vitro (Rothstein et al., 1978; Wiedemann 
et al., 2006). Ces observations valurent d'ailleurs aux LTc leur surnom de "serial killer", et 
permirent d'extrapoler qu'un seul LTc serait capable de tuer plusieurs centaines de cellules cibles 
par jour. 
 Cependant, ces hypothèses étant émises à partir de résultats obtenus in vitro, peu de choses 
étaient alors connues sur les propriétés cytotoxiques des LTc in vivo. Néanmoins en 2016, Halle et 
collègues publièrent une étude majeure montrant le comportement des LTc en cas d'infection virale 
in vivo (Halle et al., 2016). L'utilisation de la microscopie bi-photonique leur permit de démontrer 
que les LTc gardaient une certaine mobilité lors de leurs contacts avec les cellules cibles, indiquant 
que la formation de kinapses serait suffisante à l'induction de la cytotoxicité, ce qui confirmait les 
résultats préalablement obtenus in vitro (Purbhoo et al., 2004). Cependant, et de façon intéressante, 
il fut évalué que la lyse des cellules cibles nécessitait en général l'intervention de plusieurs LTc (3,5 
LTc en moyenne par cible lysée), et qu'un unique LTc tuerait entre 2 et 16 cellules infectées par 
jour. Ainsi, contrairement à ce qui avait été démontré in vitro, les LTc agiraient plutôt en bandes 
pour tuer efficacement et rapidement un grand nombre de cibles. Une hypothèse pour expliquer 
cette coopérativité des LTc pourrait émerger de l'observation d'une certaine hétérogénéité 
fonctionnelle des LTc, par exemple dans leur capacité à induire la signalisation calcique en aval du 
TCR ou dans leur niveau d'expression de cytokines et de molécules lytiques (Newell et al., 2012; 
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Vasconcelos et al., 2015; Halle et al., 2016). De plus, contrairement aux expériences in vitro 
utilisant généralement des cultures simples avec des lignées cellulaires souvent faciles à tuer, de 
nombreux autres paramètres interviennent in vivo (e. g. inflammation, présence d'autres types 
cellulaires (LTreg...), mécanismes inhibiteurs des cellules cibles...) et pourraient expliquer les 
différences observées dans les capacités cytolytiques des LTc in vitro et in vivo. Ainsi les LT CD8 
effecteurs aux propriétés effectrices plus faibles ne pourraient pas tuer tous seuls leur cellules cibles 
dont la lyse nécessiterait alors l'intervention d'autres LTc plus compétents.  
 Ainsi, les LTc agiraient en bandes organisées, dont le regroupement et la coopération leur 
permettrait de réussir à éliminer efficacement leurs cellules ennemies. Toutefois, beaucoup de 
questions restent en suspens, notamment en ce qui concerne les paramètres liés à l'efficacité de la 
cytotoxicité in vivo, qui varient beaucoup selon les modèles utilisés (e. g. infection virale vs 
tumeur). Des études complémentaires sont donc encore nécessaires pour mieux comprendre les 
interactions entre les LTc et leurs cibles, et pouvoir optimiser l'utilisation des LTc en tant qu'objet 
thérapeutique potentiel. 
 
3- Les LTc sécrètent également des cytokines et des chimiokines 
3.1) Diversité des cytokines et chimiokines sécrétées par les LT CD8 effecteurs 
 La sécrétion de cytokines et de chimiokines par les LT CD8 activés est démontrée et 
reconnue depuis presque 30 ans (Thompson et al., 1989). Les molécules libérées par ces cellules 
sont d'une grande diversité, et jouent des rôles variés au cours de la réponse immunitaire. 
 L'activation des LT CD8 induit l'expression puis la sécrétion d'IFNγ et de TNFα, détectées 
dans le milieu extracellulaire environ 2h après la reconnaissance de l'antigène (Huse et al., 2006). 
Ces deux cytokines pro-inflammatoires sont fortement sécrétées par les LT CD8 effecteurs et jouent 
un rôle majeur dans la lutte contre de nombreux virus, bactéries et parasites intracellulaires (Bogdan 
et al., 1990; Flynn et al., 1993; Blackwell, 1996). L'IL-2 est également produite par les LTc, bien 
qu'à un moindre niveau (Gong, JI, 2007). Comme nous l'avons vu précédemment, en plus de 
maintenir la prolifération des LT CD8 activés au sein des tissus (D’Souza and Lefrancois, 2003), 
cette cytokine augmente les réponses effectrices des LTc (Pipkin et al., 2010). L'expression de ces 
trois cytokines étant caractéristique des réponses lymphocytaires T, leur production et/ou sécrétion 
sont fréquemment mesurées pour évaluer l'amplitude et la qualité des réponses T CD8 mises en 
place lors d'une infection (Seder et al., 2008). 
 Les LT CD8 activés sécrètent également des chimiokines, qui régulent la migration et la 
localisation cellulaire au cours de la réponse immunitaire. A titre d'exemple, la sécrétion de CCL3 
et CCL4 par les LT CD8 activés dans les ganglions induit le recrutement des pDC vers les LT, 
favorisant l'activation de ces derniers (Brewitz et al., 2017). En parallèle, les LT CD8 effecteurs 
sécrètent également la chimiokine CCL5. Cette molécule pourrait être nécessaire à la mise en place 
de réponses T CD8 efficaces en cas d'infection chronique (Crawford et al., 2011), et pourrait 
également réguler la dynamique d'action du LTc en induisant l'expression de CXCR4 à sa surface, 
ce qui entraînerait la rupture de l'IS cytotoxique et le détachement du lymphocyte de la cellule cible, 
puis sa migration en réponse à CXCL12 (Franciszkiewicz et al., 2014). 
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3.2) Différentes voies de sécrétion des cytokines 
 L'activation des LT induit la sécrétion d'un grand nombre de cytokines, qui diffèrent non 
seulement par leurs fonctions mais également par leur mode de sécrétion. En effet, les travaux 
précurseurs de Huse et collègues ont montré que l'exocytose des cytokines par les LT CD4 
auxiliaires faisait intervenir deux modes de sécrétion distincts : une voie de sécrétion directionnelle 
vers l'IS (pour les cytokines IL-2, IFNγ, IL-3...) et une voie de sécrétion multidirectionnelle (pour le 
TNFα, l'IL-4 et CCL3) (Huse et al., 2006). Ces deux processus reposeraient sur des mécanismes 
moléculaires distincts (e. g. différents compartiments cellulaires et facteurs impliqués...) et 
pourraient avoir différentes implications fonctionnelles. Ainsi, la sécrétion directionnelle à l'IS 
permettrait de cibler préférentiellement la CPA, tandis que la libération multidirectionnelle de 
cytokines telles que le TNFα permettrait d'induire un état global d'inflammation en activant et 
recrutant d'autres cellules du tissu. Pour résumer cette idée, nous pouvons reprendre la métaphore 
utilisée par Morgan Huse et décrire la sécrétion directionnelle de murmure ("private whisper"), par 
opposition au cri ("shout") de la sécrétion multidirectionnelle (Huse et al., 2008). 
 Comme nous l'avons précisé, les expériences de Morgan Huse ont été réalisées sur des LT 
CD4. Néanmoins, on peut raisonnablement supposer que ces deux voies de sécrétion interviennent 
également chez les LT CD8, comme le suggèrent des résultats de multiplexes réalisés sur des LT 
CD8 humains (Chen, Soen, et al., 2005) ainsi que des observations personnelles non publiées 
réalisées par cytométrie en flux d'image. 
 
 
 Ainsi, nous avons vu que les LT CD8 étaient des cellules au caractère migratoire très 
marqué, permettant la mise en place de réponses rapides et efficaces en cas d'infection. La 
circulation des LT CD8 naïfs entre le sang et les OLS augmente leurs chances de rencontre avec les 
antigènes dont ils sont spécifiques, entraînant leur activation le cas échéant. Ce processus 
d'activation, hautement régulé par des signaux antigéniques, co-stimulateurs et cytokiniques 
(fournis grâce aux interactions avec d'autres types cellulaires), induit la prolifération et la 
différenciation des cellules activées en LT CD8 effecteurs, qui migrent jusqu'au tissu infecté où ils 
éliminent les cellules infectées et le pathogène grâce à leurs fonctions effectrices (i. e. cytotoxicité 
et sécrétion de cytokines). Que se passe-t-il alors une fois que l'infection est résolue ? 
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E) La majorité des LTc est éliminée par un processus de contraction clonale 
 Suite à l'élimination du pathogène, une phase de contraction clonale survient. Lors de ce 
processus, 90 à 95% des LT CD8 effecteurs meurent et laissent la place à une population de cellules 
mémoires. Comment la contraction clonale se déroule-t-elle, et comment est-elle régulée ? 
 
1- La contraction clonale consiste en la mort de la majorité des LTc par apoptose 
 Initialement, il était supposé que la contraction clonale reposait sur le phénomène d'AICD 
("Activation Induced Cell Death", correspondant à une plus grande susceptibilité des LT CD8 
effecteurs à la mort cellulaire) induit notamment par le couple FASL-FAS. L'interaction entre ces 
molécules, exprimées par les LTc au cours de la phase effectrice suite à des stimulations répétées 
par l'antigène, activerait la voie extrinsèque de l'apoptose (figure 12). Toutefois, le rôle de ces 
molécules dans la contraction clonale fut par la suite remis en question par des études de délétion, 
montrant que ces molécules n'étaient pas nécessaires à l'élimination des LTc (Nguyen et al., 2000; 
Reich et al., 2000). 
 Par ailleurs, des expériences réalisées sur les protéines de la famille BCL-2 (i. e. des 
régulateurs positifs ou négatifs de l'apoptose) ont montré que la molécule pro-apoptotique BIM était 
nécessaire à la contraction clonale, en inhibant l'expression de la protéine anti-apoptotique BCL-2 et 
en induisant la libération du cytochrome C depuis la mitochondrie et l'activation des voies 
intrinsèques de l'apoptose (Hildeman et al., 2002; Pellegrini et al., 2003). La contraction clonale 
serait ainsi régulée par un équilibre entre l'expression de BIM et de BCL-2, la prédominance de 
BIM induisant l'apoptose des LT CD8 effecteurs. 
 Des études ultérieures ont néanmoins permis de mieux comprendre les implications 
respectives des couples FAS-FASL et BIM-BCL-2 dans le processus de contraction clonale des LT 
CD8. En effet, des expériences de délétion de BIM, associée ou non à une inactivation de FAS, ont 
montré que BIM serait le régulateur majeur de la contraction clonale lors d'infections aigues, tandis 
que ces deux molécules agiraient en synergie pour induire la mort des LTc en cas d'infection 
chronique (Hughes et al., 2008). 
 
2- La contraction clonale est régulée par les cytokines sécrétées au cours de la phase effectrice 
 Bien que le processus de contraction clonale ait été observé de façon concomitante à 
l'élimination du pathogène, il semblerait que l'absence d'antigène ne soit pas l'unique déclencheur de 
ce processus. En effet, le suivi de réponses immunitaires chez des souris KO pour la perforine 
(incapables d'éliminer les cellules infectées et le pathogène), a montré que la contraction clonale se 
déroulait de façon normale malgré la persistance de l'antigène (Badovinac et al., 2002). Par ailleurs, 
l'infection de souris avec différentes doses de virus LCMV, permettant la génération de populations 
de LT effecteurs de plus ou moins grande taille, a mis en évidence que la contraction clonale ne 
dépendait pas non plus de l'amplitude de l'expansion lymphocytaire (Badovinac et al., 2002, 2004). 
Quels facteurs peuvent alors bien réguler ce processus ? 
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 L'utilisation d'antibiotiques à différents temps pré- ou post-infection par L. monocytogenes a 
permis de répondre à cette question, en suggérant que la réponse inflammatoire précoce (i. e. dans 
les 12 à 24h suivant l'infection) était nécessaire à l'induction ultérieure de la contraction clonale 
(Badovinac et al., 2004). En particulier, et comme il le fut déjà suggéré quelques années plus tôt 
(Badovinac et al., 2000), la sécrétion précoce d'IFNγ favorise l'apoptose ultérieure des LT CD8 et 
pourrait agir en synergie avec l'IL-12, dont la délétion a été démontrée comme réduisant l'amplitude 
de la contraction clonale (Badovinac et al., 2004; Pearce and Shen, 2007). A l'inverse, d'autres 
cytokines limitent la contraction des LT effecteurs : c'est le cas de l'IL-2, de l'IL-7 et de l'IL-15, qui 
ont été décrites comme favorisant la survie de certaines populations de LT CD8 (Blattman et al., 
2003; Yajima et al., 2006; Rubinstein et al., 2008). 
 Mais comment ces cytokines régulent-elles l'apoptose des LT CD8 ? D'une part, il a été 
montré que l'IL-15 et l'IL-7 promeuvent la survie cellulaire en augmentant l'expression de la 
molécule anti-apoptotique BCL-2, qui inhibe l'activité de BIM et d'autres membres pro-
apoptotiques (Yajima et al., 2006). A l'opposé, l'IL-12 et l'IFNγ augmentent l'expression de 
molécules pro-apoptotiques : tandis que l'IL-12 induit la production d'espèces réactives de l'oxygène 
et la voie mitochondriale de l'apoptose (Pearce and Shen, 2007), l'IFNγ pourrait activer l'expression 
des caspases (comme cela a été démontré chez les LT CD4) et ainsi promouvoir la voie apoptotique 
extrinsèque en aval de FAS (Refaeli et al., 2002). De plus, l'IL-12 et l'IFNγ limitent l'action des 
autres cytokines en réduisant l'expression de l'IL-7R et en inhibant la production d'IL-2 (Badovinac 
et al., 2004; Pearce and Shen, 2007; Tewari et al., 2007). Enfin, d'autres études suggèrent que 
l'influence de l'IFNγ sur la mort des LT CD8 serait principalement indirecte et nécessiterait 
l'intervention d'autres types cellulaires tels que des macrophages (Tewari et al., 2007). 
 Ainsi, bien que les mécanismes sous-jacents ne soient pas encore complètement identifiés, 
nous pouvons conclure que la contraction clonale et son amplitude sont régulées par un équilibre 
entre divers signaux inflammatoires induits en cas d'infection, qui activent ou inhibent les 
différentes voies apoptotiques. 
 
3- Certaines cellules résistent à la contraction clonale 
 Malgré la prédominance des signaux pro-apoptotiques, une petite partie de la population 
effectrice, dont les précurseurs des cellules mémoires, survit à cette phase de contraction clonale. 
Bien que les processus sous-jacents à la survie de ces cellules ne soient pas encore bien identifiés, il 
a été montré que cette protection pourrait être médiée par des inhibiteurs de sérine-protéase tels que 
SPI2A, activés par la signalisation en aval de l'IL-7R et protégeant les cellules qui l'expriment de 
l'apoptose (Liu et al., 2004). 
 
 Ainsi, la mort des LTc au cours de la contraction clonale laisse le champ libre à l'émergence 
d'une nouvelle population cellulaire, les LT CD8 mémoires. Dans la partie suivante consacrée à ces 
cellules, nous allons étudier en détail leurs spécificités et leur fonctionnement, et montrer qu'elles 
jouent un rôle primordial dans la protection de l'organisme face aux agents infectieux sur le long 
terme. 
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II- Les LT CD8 mémoires : gardiens de l'intégrité de l'organisme 
face aux réinfections 
 L'immunité adaptative a pour particularité majeure de pouvoir générer des réponses 
mémoires après infection primaire, une fois la phase de contraction clonale terminée. Ces 
lymphocytes mémoires, capables de survivre sur de très longues périodes, sont caractérisés par des 
réponses rapides et de forte amplitude en cas d'infection secondaire, permettant de protéger 
efficacement l'organisme sur le long terme face aux réinfections. 
 Dans cette partie, nous allons détailler l'origine et les spécificités de ces LT CD8 mémoires, 
en mettant en évidence les facteurs responsables de leurs réponses accrues. Nous verrons 
notamment que ces cellules présentent une grande hétérogénéité sur les plans phénotypiques, 
migratoires et fonctionnels, ce qui participe au fort caractère protecteur des réponses T CD8 
secondaires. 
 
A- Les LT CD8 mémoires circulants : les TCM et les TEM 
1- Mise en évidence et définition de ces deux populations 
 Il y a plusieurs dizaines d'années maintenant, la mise en place des réponses T CD8 
mémoires était considérée comme semblable à celle des réponses primaires. On pensait en effet que 
les LT CD8 mémoires s'activaient dans les OLS, avant de proliférer et de se différencier en cellules 
effectrices capables de migrer jusqu'au site infecté (Masopust and Schenkel, 2013). Cette hypothèse 
impliquait ainsi que les réponses mémoires ne soient pas opérationnelles dès l'entrée de l'agent 
infectieux, et qu'un délai était nécessaire avant leur action dans les tissus périphériques. 
 Toutefois, ce modèle fut invalidé en 1999 par les travaux de Sallusto et collègues qui 
démontrèrent une hétérogénéité au sein des LT CD8 mémoires circulant dans le sang et l'existence 
de deux populations distinguées par leur localisation et leurs fonctions effectrices (Sallusto et al., 
1999) : 
 - Les LT CD8 mémoires centraux (TCM) : Ces cellules circulent entre les OLS grâce à leur 
expression de CCR7 et CD62L (dont les ligands respectifs CCL19/CCL21 et GlyCAM-
1/MadCAM-1 sont fortement exprimés par les cellules des veinules à endothélium épais des OLS). 
Elles n'ont pas de propriétés effectrices immédiates mais sont capables de proliférer et de se 
différencier rapidement en LT effecteurs secondaires en cas de réinfection. 
 - Les LT CD8 mémoires effecteurs (TEM) : Ces lymphocytes CCR7- CD62L- circulent entre 
le sang et les tissus périphériques et ont un fort potentiel effecteur (i. e. fonctions effectrices accrues 
et immédiates en cas de réinfection). 
 Bien que cette distinction initiale en TCM et TEM soit aujourd'hui acceptée par la communauté 
d'immunologistes, il faut bien garder en tête que leurs propriétés, notamment circulatoires, ne sont 
pas absolues ni mutuellement exclusives. En effet, des analyses par cytométrie en flux montrent que 
des TCM sont également présents dans les organes non-lymphoïdes, de même que des TEM peuvent 
circuler au sein des OLS. De plus, de nombreux autres travaux ont été réalisés depuis l'étude initiale 
de Sallusto et collègues, et l'hétérogénéité des cellules mémoires est en fait plus grande 
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qu'initialement prévue. A titre d'exemple, Gerlach et collègues ont utilisé l'expression du récepteur 
aux chimiokines CX3CR1 pour définir trois sous-populations de LT CD8 mémoires : la population 
CX3CR1- (équivalente aux TCM), la population CX3CR1int et la population CX3CR1+ 
(correspondant aux TEM) (Gerlach et al., 2016). Leur étude leur a notamment permis de montrer que 
les cellules CX3CR1int, et non pas les TEM comme il l'était pensé traditionnellement, étaient la 
population majoritaire dans les tissus périphériques dont ils assurent la surveillance. 
 Néanmoins, bien que le paradigme initial TCM/TEM demande sans doute à être nuancé ou 
complété, ces définitions restent malgré tout utiles et demeurent encore traditionnellement utilisées 
dans les études sur les LT CD8 mémoires. 
 
2- La différenciation en TCM et en TEM est un processus complexe et hautement régulé 
 Dans cette partie, nous allons étudier l'origine des LT CD8 mémoires circulants : d'une part, 
leur différenciation en cellules mémoires en tant que telles, et d'autre part leur engagement en TCM 
ou TEM. Toutefois, il faut garder à l'esprit que malgré l'avancée des connaissances sur ces 
populations cellulaires, leurs mécanismes de différenciation restent encore controversés : on ne sait 
toujours pas clairement ni quand ni comment ces cellules sont générées lors d'une infection. 
Différents modèles explicatifs ont été élaborés pour répondre à cette question, que nous allons 
présenter dans les paragraphes qui vont suivre. 
 
2.1) Acquisition du destin mémoire 
2.1.1) Régulation de la différenciation par divers facteurs extra et intracellulaires 
 Contrairement à ce qui était pensé initialement, l'acquisition du destin mémoire par les LT 
CD8 ne se fait pas de façon aléatoire, mais dépend de nombreux facteurs agissant 24 à 72h après 
infection pour spécifier le LT CD8 naïf en cellule effectrice ou mémoire (figure 13A) (Chang et al., 
2014). 
 D'une part, la différenciation en LT CD8 mémoire dépendrait de signaux extrinsèques à la 
cellule, tels que : 
- une intensité modérée des signaux TCR. 
- la nature des cytokines rencontrées, par exemple de l'IL-10 et du TGF-β. 
 De plus, la spécification en cellule mémoire dépendrait de facteurs intrinsèques au LT CD8, 
par exemple : 
- l'expression de marqueurs de surface spécifiques, comme l'IL-7R, et de facteurs de transcription 
particuliers tels que BCL-6, Eomes, ID3 ou TCF-1. 
- son profil métabolique : Expression de l'AMPK et métabolisme majoritairement oxydatif. 
- des mécanismes épigénétiques, par exemple l'absence d'expression de la protéine histone 
méthyltransférase Suv39h1 qui méthyle les gènes mémoires et inhibe leur expression (Pace et al., 
2018). 
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 Néanmoins, il faut garder à l'esprit que tous ces facteurs n'agissent pas de façon 
mutuellement exclusive : l'acquisition du destin cellulaire relève d'une accumulation de gradients 
signalétiques, dont l'intégration par le LT fait pencher la balance vers sa différenciation en cellule 
effectrice ou mémoire. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 13 : La différenciation des LT CD8 mémoires circulants. 
A- Facteurs régulant la différenciation en LT effecteur ou mémoire. 
 (En haut) De nombreux signaux régulent la spécification en cellule effectrice ou mémoire, et interviendraient 
dans les premières 24 à 72h après l'activation du LT CD8 naïf. Parmi ces signaux, nous pouvons citer notamment 
l'intensité de l'activation du TCR, la co-stimulation, les cytokines inflammatoires, la division asymétrique, les facteurs 
métaboliques et les facteurs de transcription exprimés, ainsi que les facteurs environnementaux. Il faut toutefois noter 
que ces facteurs n'agissent pas de façon mutuellement exclusive, et que c'est l'intégration de ces différents signaux qui 
fait pencher la balance vers une destinée effectrice ou mémoire. 
 (En bas) Exemples de facteurs impliqués dans la spécification en cellule effectrice ou mémoire. OAG : 
Oxydation des acides gras, PhosOx : Phosphorylation oxydative. 
(Schéma repris de Chang et al., 2014) 
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Figure 13 : La différenciation des LT CD8 mémoires circulants. 
B- Différents modèles de différenciation. 
 Divers modèles ont été élaborés pour expliquer la différenciation en LT CD8 effecteur ou mémoire : 
- Modèle de division asymétrique : Suite à la première division du LT CD8 activé, une cellule fille au potentiel effecteur 
et une cellule fille à la destinée mémoire sont formées, dont la spécification dépend de la proximité avec la CPA. 
- Modèle d'intensité des trois signaux d'activation : La force globale et cumulée des trois signaux (antigène, co-
stimulation et cytokines) reçus pendant l'activation du LT CD8 naïf détermine sa spécification en cellule effectrice ou 
mémoire. Une intensité globale importante de ces signaux induit l'acquisition d'un potentiel effecteur. 
- Modèle de perte de potentiel : Les cellules effectrices en cours de différenciation acquièrent différentes destinées selon 
le type et le nombre de signaux rencontrés au cours de l'infection. Le cumul des signaux antigéniques et inflammatoires 
(e. g. IL-2, IL-12) favorise l'acquisition d'un destin effecteur. 
(Schéma adapté de Kaech and Cui, 2012) 
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2.1.2) Différents modèles de différenciation 
 Plusieurs modèles, mutuellement non exclusifs, ont été proposés pour expliquer 
l'engagement du LT CD8 dans la voie de différenciation mémoire (figure 13B) (Kaech and Wherry, 
2007; Kaech and Cui, 2012) : 
 - Modèle de "précurseurs distincts" : Ce modèle présume que les LT CD8 naïfs seraient 
déterminés dans le thymus pour se différencier soit en cellule effectrice soit en cellule mémoire 
après activation. Toutefois, ce modèle a été invalidé par différentes études basées sur des transferts 
adoptifs de cellules uniques ou du "barcoding" cellulaire, qui ont montré que les LT CD8 naïfs 
étaient multipotents et pouvaient donner naissance à la fois à des cellules effectrices et mémoires. 
 - Modèle de "division asymétrique" : Dans ce modèle, la distribution hétérogène des 
molécules au sein du LT CD8 activé (i. e. soit au pôle proximal du LT CD8 par rapport à la CPA, à 
savoir l'IS, soit au pôle distal de la cellule) induirait une répartition non équivalente de ces protéines 
entre les deux cellules filles issues de la première division du LT. Les deux cellules formées 
acquerraient alors des destinées différentes : la cellule proximale, riche en LFA-1 et CD8, 
deviendrait un LT effecteur, tandis que la cellule distale contenant des niveaux supérieurs de PKC 
se spécifierait en cellule mémoire (Chang et al., 2007; Fooksman et al., 2010). 
 - Modèle "d'intensité des signaux d'activation" : La force globale et cumulée des trois 
signaux (antigénique, co-stimulateur et cytokinique) reçus pendant l'activation du LT CD8 naïf 
détermine sa spécification en cellule effectrice ou mémoire. Une intensité globale importante de ces 
signaux induit l'acquisition d'un potentiel effecteur, tandis que des signaux faibles ou intermédiaires 
favorisent la formation de LT mémoires. 
 - Modèle de "perte de potentiel" : Les cellules en cours de différenciation acquièrent 
différentes destinées selon le type et le nombre de signaux rencontrés au cours de la phase effectrice 
de la réponse immunitaire antivirale. Le cumul des signaux antigéniques et inflammatoires (e. g. IL-
2, IL-12) favorise l'acquisition d'un destin effecteur. 
 Ces différents modèles de différenciation, qui ne sont d'ailleurs pas les seuls ayant été 
élaborés, restent toutefois très controversés. Ces débats sont d'une part liés au fait qu'il est difficile 
d'étudier et d'identifier expérimentalement les processus potentiellement impliqués dans ces 
modèles (e. g. variabilité entre les différents modèles, diversité des marqueurs analysés dans les 
différentes études et exprimés par les différentes populations de LT différenciés ou en cours de 
différenciation...). De plus, il est probable que ces modèles ne soient pas mutuellement exclusifs et 
agissent en combinaison lors de la différenciation des LT CD8, ce qui rend leur étude et leur 
validation d'autant plus difficile. 
 Néanmoins, plusieurs études très récentes ont permis d'apporter quelques indices pour 
élucider cette controverse. Premièrement, une collaboration entre des chercheurs de notre équipe et 
des mathématiciens a permis de retracer l'évolution des différentes populations de LT CD8 suite à 
une infection virale in vivo, en couplant des analyses moléculaires et phénotypiques avec des 
modélisations mathématiques (Crauste et al., 2017). Leurs travaux ont notamment permis 
d'identifier des combinaisons de marqueurs (CD44+/- ; Bcl-2+/- ; Ki67+/-) caractéristiques des 
différentes sous-populations de LT CD8, qu'ils ont ensuite utilisés pour quantifier les nombres 
absolus de ces différentes populations après infection virale in vivo. Le couplage de ces résultats 
expérimentaux avec des modélisations mathématiques leur a alors permis de mettre en évidence que 
le modèle expliquant le mieux les données expérimentales était celui supposant une voie de 
Introduction 
88 
 
différenciation linéaire "naïf → effecteur → mémoire". Ces résultats ont été renforcés par d'autres 
travaux plus récents. Tout d'abord, deux études publiées fin 2017 ont montré grâce à l'analyse de 
profils génétiques de LT naïfs, effecteurs et mémoires, que ces dernières ont un profil de 
méthylation de leurs gènes effecteurs semblable à celui des LT effecteurs (i. e. faible niveau de 
méthylation) (Akondy et al., 2017; Youngblood et al., 2017). Ceci suggère ainsi que les LT 
mémoires seraient originaires de LT effecteurs, dont elles auraient conservé le profil épigénétique 
suite à leur différenciation. Ensuite, une autre étude publiée très récemment par Herndler-
Brandstetter et collègues a mis en évidence que des LT CD8 effecteurs KLRG1+ sont capables, en 
réponse à des niveaux intermédiaires de signaux activateurs et inflammatoires reçus pendant la 
phase effectrice, de down-réguler leur expression de KLRG1 et de se différencier en LT CD8 
mémoires (Herndler-Brandstetter et al., 2018). 
 Ainsi, bien que ces dernières études n'excluent pas le fait qu'une partie des LT CD8 
mémoires pourrait être générée directement à partir de cellules naïves, les résultats obtenus 
semblent indiquer que les cellules mémoires seraient majoritairement issues de la différenciation de 
LT CD8 effecteurs. 
 Maintenant que nous avons évoqué les modalités d'acquisition de la destinée mémoire, nous 
allons voir qu'un degré de complexité supérieur peut s'y ajouter, si l'on considère les différentes 
sous-populations de LT CD8 mémoires et les mécanismes à l'origine de leur génération. 
 
2.2) Différenciation en TCM ou en TEM 
2.2.1) Origine des TCM et TEM suite à une infection primaire 
 L'origine respective des TCM et des TEM est une questions très controversée : Est-ce que ces 
sous-populations représentent deux lignées cellulaires totalement distinctes, ou est-ce que ces 
phénotypes sont inter-convertibles et peuvent évoluer au cours du temps ? 
 D'une part, certaines études proposent que les TCM et TEM soient deux lignées indépendantes, 
issues de deux voies de différenciation distinctes et non inter-convertibles (Baron et al., 2003). Dans 
certains travaux, l'utilisation de l'expression de l'IL-7R et de KLRG1 pour différencier les 
précurseurs mémoires (MPEC, IL-7R+ KLRG1-) des LT CD8 effecteurs terminaux (SLEC, IL-7R- 
KLRG1+) a permis d'identifier les précurseurs des TCM et TEM avant la phase de contraction clonale 
(Kaech et al., 2003; Joshi et al., 2007). Nous pouvons ainsi supposer que la différenciation 
ultérieure de ces précurseurs en TCM ou TEM pourrait être programmée précocement au cours de la 
réponse immunitaire. L'engagement vers l'une ou l'autre des voies pourrait alors dépendre de 
l'activation du TCR (e. g. affinité du récepteur, concentration d'antigènes résiduels dans les OLS au 
moment de l'activation du LT naïf, nombre de contacts du LT naïf avec les CPA...), dont une 
signalisation de faible intensité limiterait la down-régulation de CD62L et induirait des TCM 
(Lefrançois and Marzo, 2006; Obar and Lefrançois, 2010). En parallèle, la nature des signaux 
cytokiniques rencontrés par les précurseurs des LT mémoires pourrait également influer la destinée 
TEM ou TCM. En particulier, des cultures in vitro ont mis en évidence que l'activation de LT CD8 
TCR-transgéniques naïfs par leur peptide en présence d'IL-2 ou d'IL-15 induisait respectivement la 
génération de cellules "TEM-like" ou "TCM-like" (Manjunath et al., 2001; Mazo et al., 2005). Ces 
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résultats ont été confirmés et complétés in vivo : en cas d'infection virale, les cellules les plus 
fortement stimulées par l'antigène se mettent à exprimer la molécule CD25 (IL-2Rα). Ces cellules 
deviennent alors réceptives aux signaux IL-2, qui inhibent l'expression de CD62L et induisent leur 
différenciation en TEM. A l'inverse, les TCM sont quant à eux plutôt formés dans des conditions où 
l'antigène est limitant, et en présence d'IL-15 qui active l'expression de CD62L (Obar and 
Lefrançois, 2010). 
 
2.2.2) Evolution des populations de TCM et TEM au cours du temps 
a) En conditions homéostatiques 
 Certaines études ont mis en évidence que les TCM devenaient prédominants au fil du temps 
après infection virale, suggérant une évolution distincte des populations de TCM et de TEM sur le 
long terme, en l'absence de réinfection (Hogan et al., 2001). Cette observation pourrait s'expliquer 
d'une part par une différenciation des TEM en TCM. En effet, il a été montré qu'après transfert adoptif 
de populations purifiées de TEM (CD44hi CD62L-) dans un hôte naïf, une population de TCM 
apparaissait dès 30 jours et devenait majoritaire avec le temps. De plus, la vitesse de conversion 
dépendrait notamment de l'amplitude des signaux antigéniques reçus lors de l'étape d'activation des 
LT CD8 naïfs (Wherry et al., 2003; Bouneaud et al., 2005). D'autre part, la prédominance des TCM 
sur le long terme pourrait résulter d'une meilleure prolifération et/ou survie de ces cellules par 
rapport à leurs homologues effecteurs, notamment grâce à leur expression de la molécule anti-
apoptotique BCL-2 et leur capacité à sécréter de l'IL-2. 
 Pour expliquer ces observations, un modèle a été proposé que nous pouvons adapter ici (Cui 
and Kaech, 2010) : Suite à une infection virale, des TCM et des TEM seraient générés à partir d'un 
même précurseur initial. Les TCM se maintiendraient de façon stable au cours du temps, sans se 
convertir en TEM, tandis que les TEM auraient trois destinées possibles : garder un phénotype TEM 
(TEM dits terminaux), se convertir progressivement en TCM (TEM transitionnels), ou mourir 
(Bouneaud et al., 2005). Toutefois, il est important de mentionner que la conversion des TEM en TCM 
semble dépendre du modèle expérimental utilisé. En effet, les transferts adoptifs d'un nombre élevé 
de LT TCR-transgéniques semblent favoriser le phénomène de conversion des TEM en TCM, 
contrairement aux modèles polyclonaux où les TEM endogènes générés suite à l'infection auraient un 
phénotype stable au cours du temps (Wherry et al., 2003; Marzo et al., 2005; Lefrançois and Marzo, 
2006). Ces observations suggèrent que la conversion des TEM en TCM serait induite dans le cas d'un 
nombre anormalement élevé de précurseurs naïfs : Les cellules naïves entreraient alors en 
compétition pour l'accès aux CPA et aux cytokines, provoquant une différenciation incomplète de 
certaines cellules qui acquerraient un phénotype TEM transitoire. Nous pouvons donc supposer que 
cette conversion des TEM en TCM reste un cas marginal et plutôt anormal, et qu'en cas de stimulation 
physiologique la différenciation des précurseurs mémoires donne naissance à deux populations 
distinctes de TEM et TCM, non interchangeables au cours du temps. 
b) En cas de réinfection 
 Suite à une réinfection, contrairement aux TEM capables d'initier directement leurs fonctions 
effectrices, les TCM activés dans les OLS prolifèrent fortement et se différencient en LT CD8 
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effecteurs secondaires, qui migrent dans les tissus infectés pour y combattre le pathogène. Une fois 
celui-ci éliminé, des LT CD8 mémoires secondaires sont générés et forment une population de taille 
supérieure à celle des cellules mémoires primaires. 
 En parallèle, en plus de subir des modifications quantitatives, la population de LT CD8 
mémoires change également de façon qualitative en cas de réinfections successives. Il a en effet été 
démontré que des réinfections successives entraînaient une forte expansion des TEM, dérivant à la 
fois des populations de TEM et TCM préexistantes, au détriment des populations de TCM dont 
l'apparition est retardée voire diminuée (Jabbari and Harty, 2006; Masopust et al., 2006). Malgré 
cela, ces cellules mémoires secondaires restent capables de persister sur le long-terme, et ce même 
sans proliférer, grâce à leur expression de l'IL-7R qui induit des signaux de survie. Ainsi, en cas 
d'infections secondaires et tertiaires, les proportions de TCM et TEM évoluent et les TEM deviennent 
prédominants parmi la population de cellules mémoires. Les mémoires secondaires et tertiaires ont 
alors des propriétés effectrices accrues favorables à une élimination efficace des pathogènes, mais 
présentent un risque plus élevé d'entrer en sénescence et de perdre leur potentiel protecteur après 
des séries successives de stimulation (Osborn et al., 2017). 
 Pour résumer, la différenciation en TCM et TEM est régulée d'une part par des facteurs 
intrinsèques aux précurseurs, notamment par les molécules de surface et les facteurs de transcription 
exprimés, ainsi que par leurs profils épigénétiques qui modulent l'expression de nombreux gènes. 
La génération et le maintien de ces deux populations dépendent également des paramètres initiaux 
d'infection (i. e. nature et intensité des signaux antigéniques et cytokiniques) et de l'historique de 
stimulation antigénique (i. e. réinfections successives). 
 Maintenant que nous en savons plus sur l'origine de ces cellules, nous allons étudier leurs 
propriétés et voir comment celles-ci confèrent aux LT CD8 mémoires de fortes capacités 
protectrices. 
 
3- Les TCM et TEM présentent de nombreuses spécificités par rapport aux cellules naïves, à l'origine 
de leur meilleur caractère protecteur face aux infections 
3.1) Nombre plus important 
 Dans les parties précédentes, nous avons vu que l'activation des LT CD8 naïfs dans les OLS 
induisait leur prolifération et leur différenciation, aboutissant à la formation d'environ 1.107 LTc 
spécifiques d'un antigène donné (Badovinac et al., 2007; Obst, 2015). Une fois le pathogène 
éliminé, 95% de ces cellules meurt par apoptose tandis que des cellules mémoires se maintiennent 
sur le long terme (figure 1B, p.36). A partir de ces chiffres, nous pouvons estimer qu'un clone de LT 
CD8 mémoires chez la souris est constitué de 5% x 1.107 LTc, soit 5.105 cellules. Ainsi, pour un 
clone considéré, les cellules mémoires sont environ 103 fois plus fréquentes que leurs homologues 
naïves, dont il en existe seulement plusieurs centaines dans l'organisme (Blattman et al., 2002; Lee 
et al., 2012). Cette fréquence cellulaire plus importante augmente ainsi la probabilité de rencontre 
avec l'antigène, favorisant une induction plus rapide des réponses immunitaires secondaires. 
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3.2) Capacité accrue à circuler dans les tissus non-lymphoïdes 
 En plus d'une fréquence augmentée, la rapidité et l'efficacité de mise en place des réponses 
secondaires repose sur les capacités migratrices accrues et distinctes des LT CD8 mémoires 
circulants. En effet, contrairement aux cellules naïves qui circulent uniquement entre le sang et les 
OLS, les LT CD8 mémoires peuvent circuler dans tout l'organisme et en particulier dans les tissus 
non-lymphoïdes (Nolz et al., 2011). Ce caractère migratoire repose sur l'expression de molécules 
d'adhérence et de récepteurs aux chimiokines spécifiques. 
 D'une part, les TCM et les TEM sont capables de migrer généralement vers tout tissu inflammé 
grâce à l'expression de molécules telles que VLA-4, LFA-1 et les ligands des E- et P-sélectines. 
L'induction de cette migration en réponse aux seuls signaux inflammatoires implique qu'en cas de 
réinfection, des LT mémoires "bystander" (i. e. non spécifiques de l'antigène) peuvent également 
être recrutés sur le site inflammé, en plus des LT CD8 mémoires spécifiques de l'antigène  (Chen, 
Khanna, et al., 2005; Walch et al., 2013; Osborn et al., 2017). Toutefois, leur présence transitoire en 
faible nombre ainsi que leur absence d'activité cytotoxique indique que les signaux inflammatoires 
ne sont pas suffisants pour activer ces cellules bystander, dont le rôle (protecteur, pathologique ou 
neutre) reste difficile à définir et pourrait dépendre du modèle infectieux considéré (Chen et al., 
2001; McGavern and Truong, 2004; Chen, Khanna, et al., 2005; Osborn et al., 2017; Kim et al., 
2018). La mise en place de réponses secondaires efficaces reposerait donc plutôt sur la 
reconnaissance des signaux antigéniques, qui favorisent un recrutement et une activation rapide des 
cellules mémoires spécifiques de l'antigène (Walch et al., 2013; Zhang and Lakkis, 2015). 
 D'autre part, les LT CD8 mémoires circulants peuvent présenter un tropisme tissulaire de 
migration, résultant de l'expression de combinaisons moléculaires tissu-spécifiques. Par exemple, 
l'expression de CXCR3, CCR5 et CCR4 par certains LT mémoires leur permet de migrer 
préférentiellement vers le poumon (Kohlmeier et al., 2011; Mikhak et al., 2013), tandis que CCR10 
favorise le recrutement des LT CD8 mémoires circulants dans l'épiderme (Homey et al., 2002). 
Comme nous l'avons déjà évoqué dans le cas de la migration des LT CD8 effecteurs, ces schémas 
de migration préférentiels pourraient être déterminés dans les OLS et résulter de modifications 
épigénétiques (i. e. remodelage de la chromatine au niveau de gènes spécifiques) mises en places 
lors de la phase effectrice (Weng et al., 2012; Mueller et al., 2013). Toutefois, il faut à nouveau 
garder en tête qu'il existe des exceptions à cette notion de tropisme tissulaire (i. e. transitoire, pas 
vraie pour tous les tissus...), qui présente une importante plasticité et ne doit donc pas être 
généralisée. 
 
3.3) Efficacité augmentée des réponses secondaires 
 Les capacités protectrices des LT CD8 mémoires dépendent non seulement de leur 
circulation préférentielle dans les tissus non-lymphoïdes, mais également de leurs fonctions 
effectrices améliorées par rapport aux cellules naïves (Sallusto et al., 1999; Fann et al., 2006). 
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3.3.1) Etat hyper-répondeur des LT CD8 mémoires 
a) Une expression génique différentielle... 
 L'analyse de profils transcriptionnels de LT CD8 mémoires circulants a montré que 
l'expression génique de ces cellules différait de celle des cellules naïves par plusieurs aspects (Araki 
et al., 2009; Weng et al., 2012). 
 D'une part, certains gènes sont surexprimés chez les LT CD8 mémoires par rapport aux naïfs 
en conditions homéostatiques. C'est le cas par exemple des gènes codant pour CCL5, les granzymes 
et la perforine, dont l'expression de ces deux dernières molécules est d'ailleurs supérieure chez les 
TEM par rapport aux TCM en lien avec l'activité cytotoxique de cette population (Walzer et al., 2003; 
Marçais et al., 2006; Araki et al., 2009; Brinza et al., 2016). Les LT CD8 mémoires homéostatiques 
ont donc un plus fort potentiel effecteur que leurs homologues naïfs, grâce à leur stock plus 
conséquent d'ARNm prêts à être traduits. 
 D'autre part, certains gènes sont exprimés de façon équivalente entre les LT mémoires et 
naïfs quiescents, mais leur expression augmente beaucoup plus rapidement chez les cellules 
mémoires après stimulation. Ces gènes, dits "poised" pour "prêts à", correspondent par exemple à 
des gènes codant pour des cytokines (e. g. GM-CSF, IL-21...) (Araki et al., 2009; Brinza et al., 
2016). Ce pattern d'expression génétique favorise l'induction de réponses rapides et de grande 
ampleur suite à l'activation des LT mémoires. 
b) ... reposant sur des modifications épigénétiques... 
 Plusieurs types de modifications épigénétiques peuvent expliquer les différences de profil 
d'expression génique des cellules mémoires (Weng et al., 2012) : 
 - Des modifications de l'ADN : 
 L'analyse des profils épigénétiques de LT CD8 mémoires préalablement activés a montré 
par exemple que l'ADN du gène codant pour l'IFNγ était faiblement méthylé, ce qui favorise son 
expression et sa synthèse protéique (Fitzpatrick et al., 1999; Kersh et al., 2006). Cette 
déméthylation intervient rapidement après activation des LT mémoires et, de façon importante, est 
transmise à la descendance de ces cellules. Ainsi, les LT CD8 effecteurs secondaires générés après 
activation et différenciation des LT mémoires possèderont ces gènes "poised", ce qui explique en 
partie l'efficacité des réponses effectrices secondaires. 
 - Des modifications des histones :  
 Les gènes codant pour la perforine, le granzyme B et l'IFNγ présentent un fort niveau de 
triméthylation de la Lysine 4 des histones H3 (H4K4me3), une modification génétique augmentant 
l'état d'ouverture de la chromatine et donc l'expression génique (Araki et al., 2009). De plus, les 
promoteurs de ces trois gènes sont fortement acétylés sur leurs histones (Fann et al., 2006; Araki et 
al., 2008). La combinaison de ces deux types de modifications épigénétiques promeut ainsi 
l'expression de ces gènes, et leur induction rapide et de grande ampleur en cas d'activation des LT 
CD8 mémoires. 
 En résumé, de multiples modifications épigénétiques favorisent l'expression de nombreux 
gènes chez les LT CD8 mémoires. Ces gènes codant notamment pour des protéines impliquées dans 
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les fonctions effectrices de ces cellules (i. e. cytotoxicité, sécrétion de cytokines), l'augmentation de 
leur expression favorise ainsi la mise en place de réponses secondaires rapides et de grande 
amplitude. 
c) ... acquises au cours de la phase effectrice 
 Comme nous l'avons déjà évoqué précédemment, l'analyse des profil épigénétiques de LT 
naïfs, effecteurs et mémoires a montré que lors de la différenciation des LT naïfs en effecteurs, la 
plupart des gènes impliqués dans les réponses effectrices sont déméthylés au niveau de leur ADN 
(Youngblood et al., 2017). Et de façon intéressante, ce profil de méthylation des gènes effecteurs est 
gardé lors de la différenciation en cellule mémoire : la chromatine de ces cellules reste en 
conformation ouverte, et ce sur le long-terme, permettant aux cellules mémoires de répondre 
rapidement et efficacement en cas de réinfection (Akondy et al., 2017). 
 
3.3.2) Polyfonctionnalité 
 En lien avec les modifications de leurs profils d'expression génique,  il a été mis en évidence 
que les LT CD8 mémoires avaient une polyfonctionnalité plus grande que les cellules naïves, c'est-
à-dire qu'ils sont capables de réaliser plusieurs fonctions effectrices à la fois (i. e. sécrétion 
simultanée de plusieurs cytokines, sécrétion de cytokines et des granules lytiques...) (Brinza et al., 
2016). 
 Ce caractère polyfonctionnel des LT CD8 mémoires pourrait être à l'origine de leur caractère 
protecteur (Brinza et al., 2016), comme cela avait déjà été suggéré par des études préalables 
montrant une corrélation entre la polyfonctionnalité des LT, un meilleur contrôle des infections et 
une plus grande protection vaccinale (Betts et al., 2006; Darrah et al., 2007; Precopio et al., 2007; 
Duvall et al., 2008). En effet, les LT polyfonctionnels : 
- Produisent de plus grandes quantités de cytokines par cellule, notamment pour l'IFNγ (i. e. en plus 
de sécréter plusieurs cytokines, chaque cellule en produit plus de chaque) (Darrah et al., 2007). 
- Produisent à la fois de l'IFNγ et du TNFα, dont la synergie augmente les capacités lytiques de ces 
cellules (Lichterfeld et al., 2004). 
- Sécrètent de l'IL-2, ce qui favorise l'expansion cellulaire et la formation d'une population 
conséquente de LT effecteurs secondaires (Feau et al., 2012). 
L'expression d'un large panel de fonctions par ces LT CD8 mémoires polyfonctionnels leur permet 
ainsi de mieux protéger l'organisme en cas de réinfection. 
 Néanmoins, cette notion de polyfonctionnalité cellulaire reste à préciser. En effet, il a été 
montré que la sécrétion des différentes cytokines se ferait préférentiellement de façon séquentielle 
(i. e. sécrétion monofonctionnelle d'un type de cytokine à la fois), tandis que la sécrétion simultanée 
de plusieurs molécules (i. e. sécrétion polyfonctionnelle en tant que telle) serait plutôt un 
phénomène transitoire (Han et al., 2012). De plus, ce caractère polyfonctionnel transitoire pourrait 
concerner un grand nombre de LT, pouvant tour à tour être polyfonctionnels, et non pas seulement 
un petit groupe spécifique de cellules au sein de la population mémoire, qui seraient en permanence 
plus polyfonctionnelles. Ainsi, la polyfonctionnalité des LT mémoires, en terme de sécrétion de 
cytokines, ne serait pas une notion à définir au niveau de la cellule unique, mais plutôt à considérer 
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à l'échelle de la population, chaque cellule mémoire pouvant être tour à tour transitoirement 
polyfonctionnelle. 
 
3.4) Réponses de type inné 
3.4.1) Des signaux inflammatoires peuvent induire à eux seuls l'activation des LT CD8 
mémoires circulants 
 Une autre différence majeure entre les LT CD8 mémoires circulants et leurs homologues 
naïfs concerne leur capacité de réponse à des signaux de type inné. En effet, un grand nombre de 
travaux réalisés in vitro et in vivo ont montré que les TCM et TEM pouvaient être activés en réponse 
uniquement à des cytokines inflammatoires (e. g. IL-12, IL-18, TNFα, IL-2, IL-15), dont l'action 
combinée induit leur production rapide d'IFNγ, en quelques heures seulement (Berg et al., 2003; 
Raué et al., 2004, 2013; Freeman et al., 2012; Soudja et al., 2012). La sécrétion d'IFNγ induit alors 
l'activation d'autres cellules immunitaires (e. g. macrophages, neutrophiles, DC, NK) et 
l'augmentation de leurs activités effectrices comme la phagocytose ou la sécrétion de cytokines et 
chimiokines (e. g. TNFα et CXCL9) (Soudja et al., 2014). Ainsi, l'activation des LT CD8 mémoires 
(spécifiques ou non de l'antigène) en réponse aux cytokines sécrétées par des cellules innées 
coordonne et amplifie les réponses immunitaires induites en cas d'infection. 
 Par ailleurs, il a été démontré que la stimulation innée des TCM et TEM avait également des 
conséquences directes sur ces cellules. En particulier, les signaux inflammatoires augmentent la 
prolifération et les capacités cytotoxiques des cellules mémoires, ainsi que l'expression des 
marqueurs d'activation CD69 et CD25 qui favorisent respectivement leur maintien au sein du tissu 
inflammé et leur capacité à répondre à l'IL-2 (Kohlmeier et al., 2010; Soudja et al., 2012; Raué et 
al., 2013). 
 En conséquence de tous ces phénomènes, la stimulation innée des LT CD8 mémoires permet 
de réduire la charge infectieuse d'environ de moitié en cas d'infection virale ou bactérienne (Berg et 
al., 2003; Soudja et al., 2012; Raué et al., 2013). Ainsi, la participation directe ou indirecte des LT 
CD8 mémoires aux réponses innées permet une protection non négligeable de l'hôte face à une 
diversité d'agents infectieux. 
 
3.4.2) Effet co-stimulateur des signaux de type inné 
 Outre leur capacité à activer directement les LT CD8 mémoires, les signaux de type inné 
peuvent également agir en synergie avec la signalisation TCR pour optimiser les réponses 
secondaires. 
a) Co-stimulation par le récepteur NKG2D 
 La molécule NKG2D, un récepteur activateur de type lectine identifié chez les cellules NK, 
a été montrée comme exprimée par les LT CD8 activés, et notamment par les cellules mémoires 
générées en cas d'infection virale chez la souris (Jamieson et al., 2002; Grau et al., 2018). 
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L'activation de cette molécule par son ligand RAE1 exprimé à la surface des cellules infectées 
fournit des signaux co-stimulateurs aux LT activés, dont la prolifération est augmentée. 
b) Régulation de la sensibilité à l'antigène par les signaux inflammatoires 
  En plus d'activer directement les TCM et TEM, d'autres travaux ont mis en évidence que les 
cytokines inflammatoires pouvaient également augmenter la sensibilité des LT CD8 mémoires à 
l'antigène d'environ dix fois, en agissant sur la signalisation TCR proximale (Richer et al., 2013). 
Cette sensibilité aux signaux antigéniques ayant par ailleurs été corrélée au caractère 
polyfonctionnel des LT (Almeida et al., 2009; Lachmann et al., 2012), nous pouvons donc suggérer 
qu'en plus de leur permettre d'orchestrer les réponses innées, les signaux inflammatoires préparent 
les LT CD8 mémoires à une activation optimale suite à la reconnaissance de l'antigène, ce qui 
favorise la mise en place de réponses secondaires efficaces et de grande ampleur conférant une 
protection totale contre l'agent infectieux. 
 
3.5) Maintien des LT CD8 mémoires circulants sur le long terme 
3.5.1) Importance des signaux cytokiniques dans la persistance des TCM et des TEM 
 Bien qu'il fut initialement supposé que le maintien des LT CD8 mémoires circulants 
nécessitait leur interaction avec des antigènes résiduels, la démonstration que des adjuvants seuls (e. 
g. Poly I:C ou LPS en l'absence d'antigène) augmentaient la prolifération homéostatique des LT 
CD8 mémoires permit de suggérer que le maintien de ces cellules dépendait plutôt de signaux 
inflammatoires (Tough et al., 1996, 1997). Cette hypothèse fut confirmée quelques années plus tard, 
d'une part par l'observation que certaines populations de LT CD8 mémoires n'étaient pas capables 
de persister chez des souris IL-15-/- (Becker et al., 2002; Judge et al., 2002), et d'autre part par la 
mise en évidence qu'une surexpression de l'IL-7 dans des souris IL-15-/- restaurait le maintien de ces 
populations cellulaires (Kieper et al., 2002). Ces premiers résultats, suivis de nombreuses autres 
études, permirent de conclure que l'IL-7 et l'IL-15 étaient indispensables à la persistance des LT 
CD8 mémoires circulants en favorisant leur prolifération homéostatique et leur survie. En 
particulier, dans le cas des LT CD8 mémoires générés suite à une infection, nous pouvons préciser 
que l'IL-15 serait important principalement pour leur prolifération homéostatique, tandis que l'IL-7 
favoriserait leur survie en induisant l'expression de la molécule anti-apoptotique BCL-2 (Surh and 
Sprent, 2008).  
 De plus, les cellules mémoires sont caractérisées par un métabolisme principalement 
catabolique, reposant sur les réactions mitochondriales d'oxydation des acides gras et de 
phosphorylation oxydative qui leur fournissent l'énergie nécessaire à leur maintien et à leur auto-
renouvellement. Ce profil métabolique des cellules mémoires est soutenu par les cytokines IL-7 et 
IL-15, qui augmentent l'activité de la voie d'oxydation des acides gras tout en induisant des facteurs 
permettant de préserver l'activité mitochondriale sur la durée (Man and Kallies, 2015). Ainsi, en 
régulant le métabolisme des LT CD8 mémoires, l'IL-7 et l'IL-15 permettent la persistance de ces 
cellules sur le long-terme. 
 Par ailleurs, nous pouvons également mentionner que bien que ces deux types cellulaires 
expriment la molécule CD122 (IL-2R/IL-15Rβ) à un niveau comparable, la prolifération 
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homéostatique des TCM est supérieure à celle des TEM (Wherry et al., 2003). Ce constat est 
probablement à mettre en lien soit avec la localisation de ces cellules dans les OLS, où la présence 
de signaux spécifiques favoriserait leur auto-renouvellement, soit avec une potentielle action 
autocrine de l'IL-2 qu'elles sécrètent, soit avec les plus grandes capacités respiratoires 
mitochondriales des TCM qui favorisent leur persistance (Bantug et al., 2018). 
 
3.5.2) Rôle de niches spécifiques : exemple de la moelle osseuse 
 L'IL-7 et l'IL-15 étant des régulateurs majeurs du maintien des TCM et des TEM sur le long 
terme, se pose désormais la question de savoir où ces signaux sont émis. Depuis de nombreuses 
années, il est admis que ces deux cytokines sont fortement exprimées dans la rate et les ganglions 
lymphatiques, et que ces OLS constituent ainsi des sites primordiaux pour le maintien des LT 
mémoires circulants. Toutefois, l'exclusivité du rôle de ces deux organes dans la persistance des 
TCM et TEM est actuellement fortement questionné, notamment suite aux études réalisées sur la 
moelle osseuse. 
 Comme nous l'avons déjà évoqué au début de l'introduction, la moelle osseuse joue un rôle 
majeur au sein du système immunitaire. Ses fonctions sont notamment permises par l'architecture et 
la composition particulières de cet organe, constitué de nombreux types cellulaires tels que des 
cellules stromales mésenchymateuses (ou cellules réticulaires), des cellules endothéliales, des 
ostéoclastes et des adipocytes (Tokoyoda et al., 2010). Au sein de la moelle osseuse, ces cellules 
présentent une organisation spécifique sous forme de niches, qui sont des microenvironnements 
riches en cytokines et chimiokines, facteurs de croissance et molécules d'adhérence, régulant d'une 
part le processus d'hématopoïèse, mais également l'hébergement de LT CD8 mémoires. 
 Depuis une vingtaine d'années déjà, la moelle osseuse est en effet connue pour héberger un 
grand nombre de LT CD8 mémoires : Chez la souris, environ 2.108 LT mémoires sont localisés au 
sein des différents os de l'animal, soit deux fois plus que dans la rate (Geerman et al., 2015). Ces LT 
au phénotype activé (CD44hi CD69+) constituent environ deux-tiers de tous les LT localisés dans la 
moelle (Mazo et al., 2005; Sercan Alp et al., 2015) et peuvent y être retrouvés plus de 300 jours 
après infection (Slifka et al., 1997; Becker et al., 2005). En cas de re-stimulation ex vivo, ces LT 
mémoires restent capables de mobiliser rapidement leurs fonctions effectrices (e. g. sécrétion de 
cytokines et des granules lytiques), et ce plus efficacement que les cellules spléniques et sanguines, 
ce qui indique que leur fonctionnalité pourrait être favorisée par l'environnement médullaire (Di 
Rosa and Santoni, 2002; Mazo et al., 2005; Zhang et al., 2006; Sercan Alp et al., 2015). 
 Bien que ce rôle important de la moelle osseuse dans l'hébergement et le maintien des LT 
CD8 mémoires soit reconnu depuis de nombreuses années, beaucoup de questions restent encore en 
suspens et sont très controversées. Premièrement, les cellules mémoires persistent-elles dans la 
moelle osseuse de façon quiescente, ou se renouvellent-elles par prolifération homéostatique ? De 
plus, les cellules mémoires résident-elle dans la moelle osseuse sur le long terme sans en ressortir, 
ou peuvent-elles circuler vers la périphérie ? 
 Ainsi, certaines études suggèrent d'une part que les LT CD8 mémoires seraient capables de 
proliférer dans la moelle osseuse, et montrent que cet organe contiendrait même plus de cellules en 
prolifération que d'autres OLS. L'activation des cellules mémoires et leur entrée en cycle seraient 
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favorisées par l'environnement médullaire, et serait notamment sous le contrôle des cytokines IL-7 
et IL-15 produites par les cellules stromales et les cellules myéloïdes (Becker et al., 2005; Parretta 
et al., 2005; Herndler-Brandstetter et al., 2011). 
 De plus, des expériences de parabiose ont montré que les LT mémoires de la moelle seraient 
en équilibre avec leurs homologues circulants : les cellules mémoires résideraient dans la moelle 
pendant seulement une courte période, au bout de laquelle elles seraient remplacées par de 
nouvelles cellules arrivant depuis la circulation sanguine (Klonowski et al., 2004) et dont l'entrée 
dans la moelle osseuse serait notamment permise par l'expression de VLA-4 et guidée par le 
gradient de CXCL12 (Mazo et al., 2005). La résidence dans la moelle osseuse ferait donc intervenir 
un phénomène compétitif entre les cellules circulantes et les cellules déjà localisées dans cet organe, 
qui entrent en concurrence pour coloniser cet environnement de taille finie (Di Rosa and Santoni, 
2003). 
 A l'opposé, d'autres travaux basés sur des marquages in situ (e. g. marquage de Ki67, 
exprimé par les cellules en cycle) suggèrent que la majorité des LT CD8 mémoires se 
maintiendraient de façon quiescente dans la moelle osseuse et ce sur le long-terme (Sercan Alp et 
al., 2015). En outre, l'observation que le nombre absolu de ces cellules n'est pas modifié en cas de 
blocage de la circulation lymphocytaire (par utilisation d'un analogue des récepteurs S1PR, 
entraînant leur désensibilisation aux signaux S1P) suggère que les LT CD8 mémoires de la moelle 
se maintiendraient sans être renouvelées par l'arrivée de nouvelles cellules circulantes (Siracusa et 
al., 2017). La survie de ces cellules au sein de l'environnement médullaire osseux serait alors 
favorisée par leur contact avec les cellules réticulaires sécrétrices d'IL-7. 
 Pour concilier ces deux hypothèses, un modèle a été proposé suggérant l'existence de deux 
niches au sein de la moelle osseuse (Di Rosa, 2016) : l'une impliquée dans le maintien et la survie 
d'une partie des LT CD8 mémoires quiescents, l'autre permettant la prolifération des cellules 
mémoires et leur sortie vers la circulation sanguine. Néanmoins, ce modèle n'est pas encore accepté 
par toute la communauté et de nombreuses questions restent en suspens, concernant notamment 
l'organisation anatomique et structurale de ces niches, ainsi que leur composition moléculaire, qui 
pourraient induire soit la quiescence soit la prolifération des LT mémoires. 
  
 Ainsi, le caractère fortement protecteur des réponses T CD8 mémoires repose sur l'existence 
de deux populations cellulaires particulières, les TCM et les TEM, dont les spécificités par rapport aux 
cellules naïves (i. e. circulation dans les tissus périphériques, réponses effectrices accrues en 
réponse à l'antigène et aux signaux innés...) leur permettent de protéger efficacement l'organisme 
face aux réinfections, et ce sur le long-terme. 
 Toutefois, malgré la caractérisation initiale de ces deux populations de LT mémoires 
circulants et de leurs propriétés en 1999, certaines observations gardaient encore un certain mystère 
au début du second millénaire et ne semblaient pas trouver d'explication logique... Par exemple, 
comment expliquer que des LT CD8 mémoires localisés dans certains tissus non-lymphoïdes 
présentaient des phénotypes et propriétés effectrices distincts de ceux des TCM et TEM (Hawke et al., 
1998; Reinhardt et al., 2001; Hogan et al., 2001; Masopust et al., 2001) ? Comme le suggèrent 
Masopust, Reinhardt et collègues dans leurs études, serait-il possible qu'il existe une population 
spécifique de LT CD8 mémoires résidant dans les tissus, et différente des cellules des OLS ? 
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B- Les LT CD8 mémoires résidents des tissus : les TRM 
 NB : Un article de vulgarisation scientifique traitant de cette population cellulaire a été 
publié sur le site Eduscol Planetvie en Décembre 2017 (voir en annexe). 
 
1- Découverte et caractéristiques des TRM 
 Ces interrogations sur les cellules mémoires furent levées quelques années plus tard, lorsque 
des résultats d'expériences de parabiose chez la Souris démontrèrent l'existence d'une troisième 
population de LT CD8 mémoires qui persistait au sein du tissu infecté et ne retournait pas dans la 
circulation. Cette population fut ainsi appelée LT CD8 mémoires résidents des tissus (TRM) 
(Klonowski et al., 2004; Schenkel and Masopust, 2014). Suite à leur mise en évidence initiale dans 
l'intestin, les TRM ont été identifiés chez l'Homme et chez la Souris dans de nombreux autres tissus 
périphériques tels que la peau (Jiang et al., 2012), le poumon (Purwar et al., 2011), le système 
nerveux (Wakim et al., 2010), le tractus génital (Çuburu et al., 2012), le tissu adipeux blanc (Han et 
al., 2017), mais également dans les OLS (Schenkel, Fraser, and Masopust, 2014; Beura, 
Wijeyesinghe, et al., 2018). Cette population de LT mémoires est ainsi prépondérante au sein des 
tissus non-lymphoïdes, où elle peut représenter jusqu'à 90% des lymphocytes présents au sein du 
tissu (Steinert et al., 2015). Chez l'Homme par exemple, il a été estimé que dix milliards de LT 
étaient présents dans le poumon en l'absence d'inflammation, ce qui est équivalent au nombre de 
lymphocytes peuplant la circulant sanguine (Chiu and Openshaw, 2015). Les TRM, présents en 
grand nombre au niveau des sites potentiels d'entrée de pathogènes, pourraient donc former une 
première barrière protectrice efficace en cas de réinfection. 
  
2- La génération et le maintien des TRM au sein des tissus dépendent de nombreux facteurs 
intrinsèques et extrinsèques aux cellules 
 La question du développement des TRM est au cœur des recherches actuelles sur ce type 
cellulaire, et de nombreux travaux sont encore en cours pour essayer de disséquer les mécanismes à 
l'origine de cette population. Dans cette partie, nous allons compiler des résultats de ces dernières 
années pour montrer que la mise en place des TRM au sein des tissus nécessite plusieurs étapes (i. e. 
le recrutement de précurseurs, l'acquisition d'un phénotype TRM puis leur maintien au sein du tissu), 
régulées par l'interaction entre de nombreux facteurs qui varient selon les tissus périphériques 
considérés (figure 14). 
 
2.1) Entrée des précurseurs dans les tissus périphériques 
 Plusieurs études indiquent que le processus de formation des TRM semble être initié au cours 
de la phase effectrice suite au recrutement de LT CD8 effecteurs au sein du tissu (figure 14) 
(Masopust et al., 2010; Shin and Iwasaki, 2012; Mackay et al., 2013; Zaid et al., 2017). En 
particulier, il a été démontré que le recrutement de LT CD8 CXCR3+ dans la peau en phase 
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effectrice, en réponse à CXCL9 et 10, était impliqué dans le développement des TRM (Mackay et al., 
2013). 
 La nature de ces précurseurs a par ailleurs été identifiée : les TRM seraient originaires de LT 
CD8 KLRG1- (ce qui n'est pas sans rappeler le phénotype des précurseurs des mémoires circulantes 
IL-7R+ KLRG1-), dont l'entrée dans le tissu au cours de la phase effectrice leur permet d'acquérir 
spécifiquement un phénotype et des propriétés de LT résident (Mackay et al., 2013; Sheridan et al., 
2014). 
 
 
Figure 14 : Différenciation et maintien des TRM au sein du tissu. 
 Une fois entrés au sein du tissu grâce aux gradients de chimiokines, les précurseurs KLRG1- se différencient en 
TRM en réponse à de nombreux facteurs environnementaux tels que des cytokines ou des signaux antigéniques, qui 
induisent l'expression de facteurs de transcription spécifiques. La rétention et la survie de ces cellules au sein du tissu 
reposent ensuite sur leur expression de molécules de surface, en particulier CD69 et CD103. 
 Il faut toutefois garder à l'esprit que ces mécanismes, encore loin d'être parfaitement compris, sont très 
variables et diffèrent notamment selon les tissus considérés. 
 
 
2.2) Acquisition d'un phénotype TRM 
 L'analyse des TRM dans de nombreux tissus a permis de montrer qu'ils avaient un profil 
transcriptionnel différent de celui de leurs homologues circulants (Wakim et al., 2012; Mackay et 
al., 2013; Beura, Wijeyesinghe, et al., 2018). En particulier, la majorité de ces LT résidents 
expriment deux marqueurs spécifiques : CD69 et CD103 (intégrine αEβ7), impliqués comme nous 
le reverrons ensuite dans le maintien de ces cellules au sein des tissus (Schenkel and Masopust, 
2014). Cependant, il faut noter que les TRM présentent une certaine hétérogénéité inter- et intra-
tissulaire dans l'expression de ces marqueurs. En effet, certaines populations de LT résidents, par 
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exemple dans l'intestin, n'expriment pas l'une ou l'autre de ces molécules (Bergsbaken and Bevan, 
2015; Steinert et al., 2015).  
 Ainsi, nous allons voir que l'acquisition d'un phénotype TRM par les précurseurs KLRG1- 
dépend de nombreux facteurs, pouvant être communs ou spécifiques aux tissus où ils sont localisés 
(figure 14). 
 
2.2.1) Régulation par divers signaux environnementaux 
 Différentes cytokines ont été démontrées comme jouant un rôle majeur dans la 
différenciation en TRM. En particulier, l'expression de TGF-β dans plusieurs tissus (e. g. peau, 
intestin) est nécessaire pour induire l'expression de l'intégrine CD103 par les précurseurs KLRG1- 
(Casey et al., 2012; Mackay et al., 2013; Sheridan et al., 2014). De plus, le TGF-β peut agir de 
concert avec d'autres cytokines pour favoriser le développement des TRM au sein des tissus 
périphériques. Par exemple, l'expression de CD103 par les TRM cutanés nécessite l'activité 
combinée du TGF-β et de l'IL-15, tandis que la sécrétion de TGF-β, d'IL-33 et de TNFα promeut 
l'expression de CD69 par les LT CD8 (Skon et al., 2013). Par ailleurs, certaines cytokines peuvent 
également être impliquées spécifiquement dans le développement de certaines sous-populations de 
TRM : C'est le cas de l'IL-12, qui a été montrée comme nécessaire au développement des TRM CD69+ 
CD103- de la lamina propria (Bergsbaken et al., 2017). Ainsi, des combinaisons tissu-spécifiques de 
différentes cytokines favorisent l'acquisition d'un phénotype CD69+ CD103+/- par les précurseurs 
des TRM. 
 D'autre part, le rôle de l'antigène dans la mise en place des TRM au sein des tissus a été 
questionné et reste encore controversé. L'importance des signaux antigéniques semble dépendre du 
tissu considéré : Des études sur le tractus génital femelle ont par exemple montré que la 
différenciation des TRM dans cet organe pourrait se faire de façon indépendante de l'antigène (Shin 
and Iwasaki, 2012), tandis que dans le poumon et le système nerveux, les signaux antigéniques 
seraient nécessaires à l'expression de CD103 et au développement des TRM (Wakim et al., 2010; Lee 
et al., 2011; McMaster et al., 2018). Par ailleurs, le rôle de l'antigène dans la peau reste encore mal 
caractérisé, plusieurs travaux ayant obtenu des résultats divergents (Mackay et al., 2012; Skon et al., 
2013; Khan et al., 2016; Davies et al., 2017). Ainsi, le rôle de l'antigène dans le développement des 
différentes populations de TRM reste encore à déterminer, et pourrait dépendre des contextes 
infectieux et inflammatoires considérés, ainsi que des caractéristiques structurales et chimiques 
propres à chaque tissu. 
 
2.2.2) Induction de facteurs de transcription spécifiques 
 L'environnement tissulaire joue donc un rôle clé dans la différenciation des TRM. Cependant, 
le schéma de différenciation que nous avons dessiné pour l'instant reste encore incomplet. En 
particulier, il y manque l'action de molécules majeures que nous n'avons pas encore évoquées : les 
facteurs de transcription (figure 14). Les travaux publiés à ce sujet suggèrent que ceux-ci jouent le 
rôle d'intermédiaires entre la réception de signaux tissulaires par la cellule et l'acquisition finale d'un 
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phénotype TRM. A titre d'exemple, dans la peau et le poumon, le TGF-β diminue l'expression de T-
bet et inhibe celle d'Eomes, favorisant ainsi sa propre signalisation (en levant l'inhibition exercée 
par T-bet et Eomes) et l'induction de CD103 (Mackay et al., 2015). Par ailleurs, l'action combinée 
des cytokines TGF-β, IL-33 et TNFα inhibe l'expression du facteur de transcription KLF2 et 
favorise ainsi l'expression de CD69 suite au blocage de l'expression de son antagoniste S1PR1 
(Skon et al., 2013). Enfin, il a récemment été démontré que les facteurs de transcription Hobit, 
Blimp1 et Runx3 étaient également nécessaires à l'acquisition d'une signature transcriptionnelle 
commune aux TRM localisés dans de nombreux tissus périphériques (Mackay et al., 2016; Milner et 
al., 2017). 
 
2.3) Maintien des TRM au sein des tissus 
 Une fois différenciés suite à l'action de nombreux signaux environnementaux ayant induit 
des facteurs de transcription spécifiques des TRM, ces cellules doivent ensuite réussir à se maintenir 
in situ. Nous allons maintenant étudier les mécanismes impliqués dans la régulation de cette 
localisation tissulaire, permettant aux TRM de s'établir aux sein des tissus et d'y persister jusqu'à plus 
d'un an chez la Souris (figure 14) (Jiang et al., 2012; Mackay et al., 2012; Zaid et al., 2014; Slütter, 
Braeckel-budimir, et al., 2017). 
 
2.3.1) Inhibition de la sortie des cellules du tissu 
 La molécule CD69 joue un rôle important dans le maintien des TRM au sein du tissu. 
L'expression de cette protéine antagonise en effet celle de S1PR1, ce qui empêche les LT CD8 
CD69+ de sortir du tissu (Shiow et al., 2006). De plus, l'analyse de profils transcriptomiques de TRM 
de différents tissus (e. g. peau, système nerveux) ont montré que l'expression d'autres récepteurs 
impliqués dans la migration, tels que S1PR5, était très fortement réduite (Wakim et al., 2012; 
Mackay et al., 2013; Beura, Wijeyesinghe, et al., 2018). Les TRM sont donc caractérisés par une 
expression réduite des récepteurs impliqués dans la migration vers la circulation sanguine et 
lymphatique, favorisant leur état de résidence au sein des tissus périphériques. 
 
2.3.2) Mécanismes d'adhérence cellulaire 
 Les molécules d'adhérence ont été montrées comme nécessaires au maintien des LT 
résidents dans de nombreux tissus. En particulier, l'intégrine CD103 joue un rôle majeur dans la 
rétention des TRM dans des nombreux tissus, tels que l'épiderme ou le système nerveux, grâce à son 
interaction avec l'E-cadhérine qui permet à ces cellules d'adhérer au tissu environnant où ils peuvent 
ainsi se maintenir (Wakim et al., 2010; Mackay et al., 2013). 
 Toutefois, CD103 n'est probablement pas la seule molécule impliquée dans le maintien des 
TRM au sein des organes non-lymphoïdes, comme le suggère l'existence d'une population de TRM 
CD69+ CD103- au sein de la lamina propria de l'intestin (Bergsbaken and Bevan, 2015). En effet, 
CD103 n'est par exemple pas nécessaire à la persistance des TRM de l'intestin, laquelle dépendrait 
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plutôt de l'intégrine αvβ6 (Sheridan et al., 2014; Mohammed et al., 2016). Par ailleurs, d'autres 
molécules d'adhérence pourraient être impliquées dans ce processus de rétention, telles que 
l'intégrine α1β1 (VLA-1), exprimée par les TRM de certains organes (Gebhardt et al., 2009; Wakim 
et al., 2012; Mackay et al., 2013). 
 
2.3.3) Survie et prolifération homéostatique des TRM au sein du tissu 
 La mise en évidence que les TRM CD103+ exprimeraient de plus forts niveaux de la molécule 
anti-apoptotique BCL-2 suggère que le maintien de cette population résidente pourrait également 
résulter d'une survie accrue, induite notamment par des facteurs environnementaux (Wakim et al., 
2010; Mackay et al., 2013). La survie des TRM de la peau par exemple est favorisée par l'IL-15, qui 
active BCL-2, tandis que la sécrétion d'IL-12 par les monocytes de l'intestin permet la survie des 
TRM CD69+ CD103- de cet organe (Mackay et al., 2013; Bergsbaken and Bevan, 2015). Le rôle des 
cytokines peut toutefois varier selon le tissu considéré, l'IL-15 n'étant par exemple pas nécessaire au 
maintien des TRM spléniques (Schenkel, Fraser, and Masopust, 2014). 
 Par ailleurs, d'autres facteurs intrinsèques au TRM sont impliqués dans leur maintien sur le 
long terme. A titre d'exemple, il a été montré que la molécule AhR ("Aryl hydrocarbon Receptor") 
était nécessaire au maintien de ces cellules dans l'épiderme : en régulant l'expression de nombreux 
gènes cibles dont des régulateurs du cycle cellulaire, ce facteur de transcription pourrait favoriser la 
persistance des TRM épidermiques (Zaid et al., 2014). 
 
2.3.4) Une régulation potentielle de la persistance des TRM par d'autres types cellulaires 
a) Compétition pour l'espace tissulaire 
 Comme nous l'avons déjà évoqué dans le cas de la moelle osseuse, les tissus périphériques 
constituent des espaces de taille restreinte : le nombre de cellules pouvant s'y maintenir est limité. 
Ainsi, contrairement aux populations de cellules circulantes qui peuvent, en théorie, croître de façon 
quasi indéfinie, la population de TRM d'un organe est contrainte par l'architecture de celui-ci, la 
quantité de signaux de survie disponibles, ainsi que par la taille des autres compartiments 
cellulaires. Dans l'épiderme par exemple, les TRM sont en compétition pour cette niche tissulaire 
avec d'une part d'autres types cellulaires résidents (e. g. LT γδ) (Zaid et al., 2014), mais aussi 
probablement d'autre part avec de nouveaux TRM générés en cas de réinfection ou d'infection par un 
autre pathogène. Des résultats récents indiquent toutefois qu'après réinfection de la peau, la 
formation de nouveaux TRM n'altère pas les populations de TRM préexistantes qui se maintiennent de 
façon stable et gardent leur localisation au sein de l'épiderme (Park et al., 2018). Toutefois, sur du 
plus long terme, la question du maintien de différents clones de TRM, en plus d'autres types 
cellulaires, se pose, et il serait intéressant de savoir comment cette concurrence pour l'espace permet 
le maintien ou non de toutes ces populations cellulaires, et s'il existe des différences inter-
tissulaires. 
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b) Un rôle possible des cellules circulantes dans le maintien des TRM pulmonaires ? 
 Le rôle des LT mémoires circulants dans la stabilité et la persistance des TRM pulmonaires 
reste un point encore mal caractérisé. En effet, contrairement aux TRM du cerveau, de la peau et des 
muqueuses nasales qui semblent se maintenir de façon stable indépendamment des cellules de la 
circulation sanguine (Wakim et al., 2010; Slütter, Braeckel-budimir, et al., 2017), plusieurs études 
sur le poumon suggèrent que dans cet organe, de nouvelles cellules circulantes seraient 
régulièrement recrutées et renouvèleraient les populations résidentes du parenchyme et des voies 
aériennes qui décroissent au cours du temps (Ely et al., 2006; Pizzolla et al., 2017; Slütter, 
Braeckel-budimir, et al., 2017). Toutefois, ces derniers résultats sont encore controversés : d'autres 
études suggèrent notamment que les cellules circulantes constitueraient seulement 20% des LT 
mémoires pulmonaires, dont les 80% restants seraient de vrais TRM maintenus indépendamment des 
cellules circulantes (Takamura et al., 2016). Dans tous les cas, malgré leur discorde sur le mode de 
maintien des TRM pulmonaires (dont l'existence fut d'ailleurs également très débattue 
initialement...), tous ces travaux montrent une diminution de ces cellules au cours du temps, que 
nous pouvons mettre en lien avec l'environnement particulier de cet organe (i. e. 
immunosuppresseur, peu de niches disponibles...) peu propice à l'établissement de cellules 
résidentes (Takamura, 2017). Cette persistance réduite des TRM aurait pour avantage de préserver 
les fonctions respiratoires, d'une part en limitant les réponses inflammatoires pouvant causer des 
dommages tissulaires, et d'autre part en réduisant la formation de clusters de TRM au sein des 
alvéoles qui diminueraient la surface disponible pour les échanges respiratoires (Takamura, 2017; 
Van Braeckel-Budimir and Harty, 2017). 
 
 Pour conclure, le développement des TRM est intimement couplé à leur localisation dans 
l'organisme et aux signaux rencontrés au sein du tissu, dont l'importance dans la différenciation en 
LT résident varie selon l'organe considéré. L'intégration de ces facteurs extrinsèques module ensuite 
l'expression de facteurs de transcription et de marqueurs de surface spécifiques, permettant 
l'acquisition d'un phénotype résident et le maintien de ces cellules au sein du tissu (figure 14). Quels 
rôles jouent alors les TRM ainsi générés en cas de réinfection de leur tissu de résidence ? 
 
3- Les TRM permettent une protection rapide et efficace du tissu en cas de réinfection 
3.1) Les TRM explorent le tissu à la recherche d'éventuels antigènes 
 L'observation microscopique des TRM au sein des tissus périphériques a montré que ces 
cellules n'étaient pas fixes au sein de leur site de résidence, mais présentaient un comportement 
migratoire. A titre d'exemple dans la peau, les TRM migrent lentement (1 à 2µm/min) mais sûrement 
au sein de l'épiderme et scannent le milieu environnant avec leurs nombreux prolongements à la 
recherche d'éventuels antigènes (Gebhardt et al., 2011; Ariotti et al., 2012; Zaid et al., 2014; Park et 
al., 2018). Cette migration des TRM a également été observée dans le tractus génital femelle, où elle 
serait toutefois plus rapide (10µm/min environ) car probablement moins contrainte par l'architecture 
lâche de ce tissu (Beura, Mitchell, et al., 2018). 
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 Ainsi, le caractère migratoire des TRM au sein des tissus promeut une détection efficace des 
cellules infectées et la mise en place rapide de réponses effectrices suite à la pénétration de l'agent 
infectieux. 
 
3.2) En cas de réinfection, les TRM prolifèrent et initient leurs réponses effectrices 
 Les caractéristiques des propriétés effectrices des TRM en cas de réinfection du tissu sont 
restées longtemps inconnues. C'est seulement en 2013 puis 2014 que deux publications du groupe 
de David Masopust ont révélé le mode d'action de ces cellules au sein des tissus (figure 15) 
(Schenkel et al., 2013; Schenkel, Fraser, Beura, et al., 2014). Leurs résultats démontrent qu'après ré-
immunisation, les TRM activés par l'antigène sécrètent de l'IFNγ, qui induit l'expression de 
molécules d'adhérence (e. g. VCAM-1) par l'endothélium et le recrutement de lymphocytes 
circulants. Par ailleurs, en sécrétant du TNFα et de l'IL-2, les TRM favorisent également l'activation 
et la maturation d'autres cellules immunitaires telles que les cellules dendritiques et les cellules NK. 
Ainsi, les TRM jouent un rôle de sentinelle au niveau des tissus périphériques et induisent des 
réponses immunitaires variées permettant d'éliminer efficacement l'agent infectieux. 
 Ces premiers résultats ont ensuite été complétés par d'autres études qui ont permis de mieux 
comprendre le fonctionnement de ces LT résidents. Tout d'abord, il a été démontré qu'en plus de 
recruter des lymphocytes circulants, les TRM activés prolifèrent fortement in situ et constituent ainsi 
une part majeure des réponses mises en place suite à la réinfection (Park et al., 2018; Beura, 
Mitchell, et al., 2018). Cette population de grande taille pourrait alors directement tuer les cellules 
infectées, comme le suggère leur forte expression de la molécule granzyme B (Steinbach et al., 
2016) ou leur capacités cytotoxiques ex vivo (McMaster et al., 2015). Par ailleurs, il a également été 
montré que les TRM induisaient un état anti-infectieux (i. e. expression de gènes antiviraux et 
antibactériens, par exemple des gènes de réponse à l'IFNγ ifitm) au sein du tissu infecté mais 
également à l'échelle de l'organisme (Ariotti et al., 2014; Kadoki et al., 2017). Ces modifications 
tissulaires, ajoutées à l'activité des TRM et au recrutement d'autres populations leucocytaires, 
confèrent une protection efficace de l'hôte à la fois contre le pathogène spécifiquement reconnu 
mais également plus généralement vis à vis d'autres agents infectieux (Schenkel, Fraser, Beura, et 
al., 2014). 
 Ainsi, comme illustré figure 15, la reconnaissance de l'antigène par les TRM induit leur 
activation, leur prolifération et la mise en place directe ou indirecte d'une variété de réponses 
effectrices au sein du tissu infecté, permettant de protéger efficacement l'organisme face à une 
grande diversité de pathogènes (Rosato et al., 2017). 
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Figure 15 : Action des TRM au sein des tissus. 
 En cas de réinfection du tissu (1), les TRM activés par l'antigène prolifèrent au sein du tissu (2) et induisent leurs 
activités effectrices. D'une part, ces cellules sont probablement capables de tuer directement les cellules infectées grâce 
à leur forte expression d’enzymes lytiques comme le granzyme B - cela reste néanmoins à démontrer in vivo (3). En 
parallèle, suite à leur activation, les TRM sécrètent des cytokines comme l'IFN ou le TNF (4). Ces molécules induisent 
différents mécanismes favorisant la mise en place de réponses immunitaires antivirales efficaces. Premièrement, elles 
augmentent l’expression de molécules d’adhérence par l’endothélium vasculaire (e. g. VCAM-1), ce qui favorise le 
recrutement de lymphocytes circulants au sein du tissu infecté (5). Ensuite, elles induisent l’activation d’autres cellules 
immunes résidentes du tissu (e. g. DC) ou des lymphocytes nouvellement recrutés (6). Enfin, la sécrétion de cytokines 
par les TRM favorise également l’expression de gènes antiviraux par les cellules épithéliales (e. g. gènes codant pour des 
chimiokines et cytokines impliquées dans les réponses immunitaires innées), ce qui augmente leur résistance à 
l’infection virale (7).  
 Ainsi, les TRM déclenchent des cascades de réactions immuno-stimulatrices et antivirales lors d’une réinfection 
du tissu, favorisant une protection rapide et efficace contre le pathogène. 
(Schéma adapté de Rosato et al., 2017) 
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 Pour conclure, nous avons vu au fil de ces paragraphes que les TCM, TEM et TRM possédaient 
des phénotypes, des localisations et des propriétés effectrices spécifiques, résumées sur la figure 16. 
Toutefois, étant donné les différences anatomiques et fonctionnelles entre ces sous-populations de 
LT CD8 mémoires, nous pouvons nous demander comment l'action de ces différentes populations 
est coordonnée au cours des réponses secondaires, permettant une lutte rapide et efficace contre les 
pathogènes en cas de réinfection. De plus, est-ce que cette hétérogénéité des cellules mémoires 
favorise une certaine complémentarité de leurs réponses respectives, ou est-ce que le caractère 
protecteur des réponses secondaires repose majoritairement sur l'une ou l'autre de ces populations ? 
  
 
 
Figure 16 : Les différentes sous-populations de LT CD8 mémoires. 
 Le phénotype et principales propriétés des populations de TCM, TEM et TRM sont indiqués dans les encadrés. Les 
flèches indiquent les zones de circulation ou de résidence de ces trois types cellulaires. 
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C- Contribution des trois sous-populations de LT CD8 mémoires aux réponses 
secondaires 
1- Les TRM, TEM et TCM participent successivement à la dynamique des réponses secondaires 
 Comme nous l'avons évoqué précédemment, la localisation des LT CD8 mémoires dans 
l'organisme varie selon les sous-populations considérées et est liée à l'expression différentielle de 
molécules d'adhérence et de récepteurs aux chimiokines (Sallusto et al., 1999; Böttcher et al., 2015; 
Zhang and Lakkis, 2015). Ces différentes localisations et circulation des sous-populations de LT 
CD8 mémoires implique que les réponses secondaires soient mises en place selon des étapes spatio-
temporellement distinctes faisant intervenir tour à tour les TRM, les TEM et les TCM, comme 
représenté figure 17 (Woodland and Kohlmeier, 2009; Masopust and Schenkel, 2013). 
 
 
Figure 17 : Dynamique des réponses secondaires. 
 En cas de réinfection par un pathogène, les réponses mémoires se déroulent en trois phases : 
1) Une première phase ayant lieu au sein du tissu, pendant laquelle les TRM et les TEM présents au sein du tissu sont 
activés en réponse à l'antigène. Les TRM prolifèrent alors de façon intense et initient leur activités effectrices (e. g. 
sécrétion de cytokines). 
2) Les signaux inflammatoires au sein du tissu induisent le recrutement de LT mémoires circulants antigène-spécifiques 
ou non, qui peuvent alors mettre en place des réponses secondaires au sein du tissu infecté. En parallèle, l'arrivée des 
CPA et des antigènes dans les ganglions lymphatiques induit l'activation des LT CD8 mémoires de ces organes, qui 
prolifèrent et se différencient ensuite en LT CD8 effecteurs secondaires. 
3) Les LT CD8 effecteurs secondaires quittent le ganglion lymphatique et migrent jusqu'au tissu infecté pour participer à 
leur tour aux réponses secondaires déjà mises en place. 
(Schéma repris et adapté de Woodland and Kohlmeier, 2009) 
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1.1) Action immédiate des TRM (et TEM) au sein des tissus périphériques 
 La présence d'un grand nombre de TRM au niveau des tissus périphériques (jusqu'à 90% des 
lymphocytes tissulaires, Steinert et al., 2015), ainsi que de quelques TEM présents sur place au 
moment de l'infection, permet une initiation immédiate de réponses secondaires de grande 
amplitude au sein du tissu (résultant notamment de la prolifération des TRM activés). L'agent 
infectieux est ainsi rapidement contrôlé grâce à l'action effectrice des cellules mémoires activées. 
 
1.2) Recrutement de LT CD8 mémoires circulants 
 Les propriétés effectrices de ces TRM activés (e. g. sécrétion d'IFNγ et activation de 
l'endothélium inflammé), ajoutée à l'inflammation tissulaire précoce induite en réponse au 
pathogène, favorise ensuite la migration de LT CD8 mémoires circulants vers le tissu. Ce 
recrutement est d'ailleurs plus rapide qu'en réponse primaire : dans le cas d'une infection pulmonaire 
par exemple, les LT CD8 mémoires sont retrouvés dans le parenchyme pulmonaire dès le troisième 
jour après infection, alors que les LT effecteurs primaires arrivent vers le sixième jour (Brinza et al., 
2016). Cette entrée rapide au sein du tissu, reposant sur l'expression de molécules d'adhérence et de 
récepteurs aux chimiokines spécifiques, a été démontrée comme étant une propriété majeure à 
l'origine du caractère protecteur des LT CD8 mémoires (Brinza et al., 2016). 
 Par ailleurs, et de façon intéressante, plusieurs études récentes suggèrent que ces cellules 
mémoires migratrices pourraient ne pas être uniquement des TEM, mais appartiendraient également 
aux TCM. En effet, cette population lymphocytaire a été retrouvée dans la peau chez l'Homme 
(Watanabe et al., 2015), et il a été démontré dans le cas de modèles d'infections cutanées que ces 
cellules pourraient être la population majoritaire recrutée dans le tissu inflammé (Osborn et al., 
2017). Ainsi, les TCM ne seraient pas uniquement confinés au sein des OLS mais pourraient migrer 
dans les tissus périphériques, ce qui remet une nouvelle fois en question le paradigme initial 
TCM/TEM et les propriétés circulatoires respectives de ces deux sous-populations. 
 
  1.3) Génération et arrivée de LT CD8 effecteurs secondaires 
 Enfin, la dernière étape de mise en place des réponses secondaires repose principalement sur 
l'intervention des TCM. 24 à 72h post-infection, les cDC migratrices arrivent dans les OLS où elles 
présentent les antigènes aux LT mémoires localisés dans ces organes. Ces lymphocytes sont alors 
activés, prolifèrent et se différencient en LT CD8 effecteurs secondaires, qui migrent ensuite 
jusqu'au tissu infecté et renforcent les réponses immunitaires déjà en place au sein du tissu. 
 
 Ainsi, les réponses secondaires reposent sur l'action successive et coordonnée des TRM, TEM 
et TCM (figure 17). Toutefois, se pose la question de savoir si les réponses de ces trois types 
cellulaires sont réellement complémentaires, et toutes nécessaires à la protection de l'organisme face 
aux réinfections, ou est-ce que l'une ou l'autre de ces populations ne pourrait éventuellement pas 
être plus importante que les autres dans le caractère protecteur des réponses mémoires ? 
Introduction 
109 
 
2- Importance respective des TCM, TEM et TRM dans les capacités protectrices des réponses 
secondaires 
 Avant la caractérisation des TRM, les premiers travaux réalisés analysèrent les rôles 
protecteurs des deux sous-populations identifiées à l'époque, à savoir les TCM et les TEM. Tandis que 
les TEM furent considérés comme plus protecteurs dans certains modèles infectieux (Huster et al., 
2006), d'autres études mirent en évidence que les TCM conféraient une meilleure protection grâce à 
leur capacité à générer des réponses effectrices de grande ampleur en cas de réinfection, 
contrairement aux TEM incapables de proliférer (Wherry et al., 2003). Ainsi, étant donné les 
différences obtenues selon le modèle utilisé et les populations considérées (i. e. circulantes ou 
tissulaires, et dans ce cas est-ce que les TEM considérés n'étaient pas en réalité des TRM ?), ces 
résultats ne permirent pas vraiment de conclure sur un rôle prédominant des TEM ou des TCM dans la 
protection conférée par les réponses mémoires. Dans tous les cas, et comme nous l'avons vu, la mise 
en place des réponses secondaires induites par les cellules circulantes nécessite plusieurs heures 
voire plusieurs jours (le temps que les LT mémoires circulants migrent jusqu'au tissu et que les LT 
effecteurs secondaires soient générés puis recrutés sur le site infecté), pendant lesquels le pathogène 
peut se répliquer et éventuellement se propager dans l'organisme. Ainsi, quelque soit le rôle 
protecteur respectif des TCM et des TEM, il se pourrait que ceux-ci ne soient pas suffisants pour 
protéger rapidement et efficacement l'organisme en cas de réinfection d'un tissu périphérique. 
 Cette hypothèse fut confirmée quelques années plus tard, suite à l'identification des TRM et à 
la publication de nombreuses études visant à évaluer leur caractère protecteur, par comparaison à 
celui des mémoires circulantes. Ces travaux, basés sur différents modèles expérimentaux (e. g. 
parabioses, déplétion des cellules circulantes) ont montré que dans le cas d'infections cutanées, les 
cellules circulantes ne suffisaient pas à éliminer le pathogène, contrairement aux TRM qui étaient 
nécessaires et suffisants pour diminuer la charge virale et protéger l'organisme (Jiang et al., 2012; 
Mackay et al., 2012, 2015). Entre autres, la prolifération de ces dernières au sein du tissu infecté 
leur permet de prédominer largement les réponses lymphocytaires mises en jeu au sein du tissu, et 
ainsi de protéger l'organisme de façon autonome en cas d'infection tissulaire (Beura, Mitchell, et al., 
2018). 
 A partir de ces résultats, nous pouvons suggérer que le niveau de protection conféré par les 
différentes sous-populations de LT CD8 mémoires varie selon le pathogène considéré et le site de 
l'infection. Dans le cas d'infections tissulaires, les TRM apparaissent nécessaires et suffisants pour 
protéger l'organisme, tandis qu'en cas d'infections systémiques ou sanguines, leur rôle pourrait être 
négligeable et les LT CD8 mémoires circulants seraient alors indispensables pour une protection 
optimale. Pour tester cette hypothèse, il serait intéressant de comparer la survie de souris infectées 
de façon létale dans différentes conditions : soit en présence de TRM seuls, soit avec seulement des 
cellules mémoires circulantes, soit avec ces trois populations. Cette expérience, pouvant être 
réalisée avec différents types de pathogènes (tissulaires ou systémiques), pourrait ainsi permettre 
d'évaluer le caractère protecteur respectif de ces populations et leur éventuelle complémentarité au 
sein des réponses secondaires. 
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 Ainsi, nous avons montré dans cette partie que notre définition initiale de "réponses 
mémoires" (i. e. réponses plus rapides et plus efficaces en cas de réinfection par un pathogène) 
reposait sur le maintien, la localisation anatomique, et les propriétés circulatoires et fonctionnelles 
de trois sous-populations de LT CD8 mémoires : les TCM, les TEM et les TRM. Les réponses 
mémoires sont donc hétérogènes, et leur caractère protecteur résulte certainement d'une 
coordination entre les spécificités et les rôles respectifs de ces différentes sous-populations. 
 La répartition des LT CD8 mémoires en diverses sous-populations, identifiées par leur 
phénotype et leurs fonctions potentielles, permet de mieux caractériser les réponses mémoires et 
dans une certaine mesure de prédire l'efficacité des réponses secondaires. Toutefois, ces critères ne 
sont pas toujours adaptés et font parfois émerger des conceptions fausses ou incomplètes, et souvent 
débattues : Circulation des TCM uniquement dans les OLS et des TEM dans les tissus périphériques, 
existence d'une population circulante autre que les TEM dans les tissus périphériques (i. e. les LT 
CX3CR1int), présence de TRM dans les OLS... Les définitions traditionnelles des sous-populations 
de LT CD8 mémoires, bien qu'utiles et utilisées en routine, sont donc à manier avec une certaine 
précaution. Le développement actuel de nouvelles techniques expérimentales (e. g. cytométrie de 
masse, analyses génomiques et transcriptomiques à l'échelle de la cellule unique) permettra 
probablement de faire émerger des phénotypes et fonctions plus spécifiques aux différentes sous-
populations de LT CD8 mémoires considérées, ce qui facilitera leur étude et la compréhension des 
réponses associées. 
 
 
 Jusqu'à présent, nous avons étudié la biologie des LT CD8 naïfs, effecteurs et mémoires en 
nous plaçant presque uniquement au niveau de l'organisme et de la cellule, et ce serait bien 
dommage d'en rester là... Avant de terminer cette introduction, nous allons désormais passer à un 
autre niveau d'analyse (mais non des moindres), et zoomer à l'intérieur du LT CD8 pour 
comprendre son fonctionnement au niveau moléculaire. 
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IV- Aspects moléculaires des réponses T CD8 
A- Activation des LT CD8 naïfs 
1- La signalisation TCR est nécessaire à l'activation des LT CD8 naïfs 
 Nous avons vu précédemment que la reconnaissance de l'antigène présenté par la cDC 
déclenchait l'activation du LT CD8 naïf, sans toutefois faire de lien entre ces deux événements 
cellulaires. Les connaissances sur ce lien, à savoir la cascade de signalisation en aval du TCR et sa 
dynamique spatio-temporelle, ont été largement améliorées ces vingt dernières années grâce à la 
mise au point de nouvelles techniques d'imagerie à haute résolution et d'études protéomiques 
(Sherman et al., 2011; Toettcher et al., 2013), ainsi qu'à l'utilisation de modélisations informatiques 
et d'analyses physico-chimiques. 
 Dans cette partie, nous allons voir que l'activation du TCR par un complexe CMH-peptide 
induit une cascade de signalisation caractérisée par des interactions intermoléculaires (e. g. 
protéine-protéine et protéine-lipide), des modifications post-traductionnelles (e. g. 
phosphorylations) et la génération de seconds messagers intracellulaires, le tout ayant de 
nombreuses implications sur le devenir et la fonctionnalité du LT naïf. 
 
1.1) Le complexe récepteur TCR-CD3 et son activation 
1.1.1) Structure du complexe récepteur 
 Depuis le début de l'introduction, nous appelons le récepteur T par le seul terme "TCR". Or, 
au niveau moléculaire, le TCR n'est pas isolé à la membrane plasmique. En effet, comme présenté 
figure 18, le TCR, constitué d'une chaîne α et d'une chaîne β, forme un complexe avec plusieurs 
molécules CD3 (CD3ζζ, CD3δε, CD3γε) (José et al., 1998; Birnbaum et al., 2014; Malissen and 
Bongrand, 2015). Les CD3 sont des molécules transmembranaires, comme le TCR, mais possédant 
des parties intracellulaires plus longues formées de domaines ITAM pouvant être phosphorylés. 
Elles jouent ainsi un rôle majeur dans la transduction du signal. 
 De plus, ce complexe TCR-CD3 est associé au corécepteur CD8 impliqué dans la 
reconnaissance de la molécule de CMH-I. 
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Figure 18 : Le complexe récepteur TCR-CD3 et sa signalisation proximale. 
 Le TCR, formé de deux chaînes α et β, est associé avec trois molécules de CD3 (CD3ζζ, CD3δε et CD3γε). Les 
segments cytoplasmiques des molécules de CD3 contiennent des domaines ITAM (représentés par des points) pouvant 
être phosphorylés. Ce complexe TCR-CD3 est également associé au corécepteur CD8. 
 Lors de la reconnaissance du complexe CMH-peptide par les molécules TCR-CD3 et CD8, la kinase LCK activée 
phosphoryle les domaines ITAM des molécules CD3 (points rouges), induisant le recrutement et l'activation de ZAP-70. 
Cette kinase phosphoryle à son tour des résidus de la molécule adaptatrice LAT (points rouges), initiant alors d'autres 
cascades de signalisation intracellulaires. 
 Cette organisation structurale et fonctionnelle du complexe TCR-CD3 et des molécules associées a conduit à sa 
division en différents modules : un module de reconnaissance de l'antigène et d'activation du signal (complexe TCR-
CD3 et ZAP-70), un module d'initiation du signal (corécepteur CD8 et LCK) et un module de diversification et 
d'amplification du signal (LAT et molécules associées, non représentées ici). 
(Schéma repris et adapté de Malissen et al., 2014) 
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1.1.2) Activation du complexe récepteur 
 Nous avons vu précédemment que l'activation de la signalisation TCR pouvait être initiée 
suite à l'interaction avec seulement quelques complexes CMH-peptide (voire même un seul dans 
certains modèles) (Manz et al., 2011; O’Donoghue et al., 2013) : le TCR est donc un récepteur 
d'une grande sensibilité. Toutefois, les mécanismes sous-jacents à l'initiation de son activation sont 
encore largement controversés. Malgré le grand nombre d'études réalisées à ce sujet, la 
caractérisation exacte de ce processus n'a pas encore été établie et de nombreux modèles ont été 
proposés pour expliquer l'initiation de la signalisation TCR (Malissen and Bongrand, 2015). Nous 
pouvons par exemple présenter les modèles suivants : 
 - Modèle de changement de conformation : 
 Ce modèle postule qu'en cas de stimulation du complexe TCR-CD3, les segments 
cytoplasmiques des molécules de CD3 changent de conformation et se libèrent du feuillet interne 
membranaire, où ils étaient insérés jusqu'alors (Xu et al., 2008). Cette modification, associée à un 
détachement du cholestérol membranaire (Swamy et al., 2016), leur permet d'être phosphorylés par 
LCK, réaction initiant ainsi la signalisation en aval du complexe récepteur. Ce modèle reste 
toutefois hypothétique, car aucune donnée structurale assez précise n'a encore été obtenue à la fois 
en condition homéostatique et après activation pour permettre de le valider ou non. 
 - Modèle de ségrégation moléculaire ou modèle allostérique : 
 Dans ce modèle, a priori compatible avec les données structurales et fonctionnelles obtenues 
sur l'IS, les complexes TCR-CD3 formeraient des clusters au centre de la synapse, tandis que les 
phosphatases CD45 seraient exclues en périphérie (Monks et al., 1998; Varma et al., 2006; Davis 
and van der Merwe, 2006; Razvag et al., 2018). L'exclusion de ces dernières empêche la 
déphosphorylation des récepteurs T, qui peuvent ainsi initier le signal. Néanmoins, la ségrégation de 
CD45 pourrait ne pas être un préambule obligatoire pour initier la signalisation TCR, en particulier 
dans le cas d'une reconnaissance de l'antigène par le TCR avec une forte affinité (Al-Aghbar et al., 
2018). 
 De plus, le regroupement des complexes récepteurs et des molécules proximales de la voie 
de signalisation TCR (e. g. LCK, ZAP-70, LAT...) favoriserait leur coopération moléculaire, 
entraînant une augmentation de la sensibilité du récepteur ainsi que de l'intensité de la signalisation 
(Lee et al., 2003; Schamel et al., 2017). 
            - Modèle de sensibilité mécanique du TCR : 
            Ce modèle propose que l'activation du TCR et les réponses initiées dépendent des propriétés 
physiques de l'interaction du récepteur avec le complexe CMH-peptide (e. g. force de liaison, durée 
de l'interaction...) : les signaux induits résulteraient d'un phénomène de mécano-transduction (Basu 
and Huse, 2017). Selon cette hypothèse, le TCR serait ainsi un récepteur mécano-sensible régulé 
par les forces reçues au niveau de l'IS (induites par exemple par les intégrines et l'actine), qui 
moduleraient la sensibilité et la spécificité des réponses T. 
 Pour résumer, il faut retenir que les modèles présentés ici n'en sont que trois parmi tous ceux 
ayant été élaborés pour tenter d'expliquer les mécanismes d'initiation du TCR (Malissen and 
Bongrand, 2015). Aucun de ces modèles ne résume parfaitement l’ensemble des données 
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expérimentales jusqu'ici obtenues, et il est possible que l’initiation de la signalisation TCR dépende 
du système expérimental utilisé et des conditions de stimulation. De nouvelles études (et la création 
de nouveaux outils ?) sont donc encore nécessaires pour concilier ces modèles hypothétiques et 
établir une vision unifiée du processus d'initiation de la signalisation TCR. 
 
1.2) De l'activation du TCR à la mise en place du signalosome LAT 
 Suite à l'activation du complexe TCR-CD3, la kinase LCK, associée ou recrutée (Casas et 
al., 2014) au niveau de la partie intracellulaire du corécepteur CD8, est activée par 
déphosphorylation par la phosphatase CD45 (Razvag et al., 2018). LCK phosphoryle alors les 
domaines ITAM des molécules de CD3, ce qui induit le recrutement et la phosphorylation de ZAP-
70, une kinase clé de la signalisation TCR (figure 18) (Malissen and Bongrand, 2015). Cette 
molécule activée phosphoryle à son tour les adaptateurs LAT et SLP-76, qui s'unissent avec d'autres 
molécules (e. g. PLCγ, SOS, GRB2, VAV1, ITK...) pour former le centre de signalisation LAT (ou 
"LAT signalosome"). Ce complexe moléculaire joue un rôle majeur dans la signalisation TCR en 
coordonnant et en amplifiant les signaux intracellulaires, tout en servant également de point de 
branchement au départ de nombreuses voies de signalisation (Malissen et al., 2014). De plus, la 
mise en évidence d'une hyper-prolifération du LT en l'absence de LAT suggère un rôle de ce 
complexe dans le recrutement de régulateurs négatifs impliqués dans la terminaison de la 
signalisation TCR (Mingueneau et al., 2009). 
 Par ailleurs, l'observation de ces réactions proximales a permis de montrer qu'elles 
intervenaient en seulement quelques secondes suite à l'activation du complexe récepteur (e. g. la 
phosphorylation de LAT par ZAP-70 nécessite 4 secondes par exemple) (Huse et al., 2007). La 
signalisation TCR se déroule donc avec une impressionnante rapidité. 
 
1.3) Ramification de la signalisation TCR et induction d'une diversité de processus cellulaires 
 Comme nous venons de le mentionner, la formation du complexe LAT initie de nombreuses 
voies de signalisation intracellulaires, représentées figure 19, aux conséquences fonctionnelles 
variées pour le LT CD8. 
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Figure 19 : Les cascades de signalisation induites par l'activation du TCR. 
 Suite à la reconnaissance du complexe CMH-peptide par le complexe récepteur TCR-CD3, LCK phosphoryle les 
domaines ITAM de CD3, entraînant le recrutement et la phosphorylation de ZAP-70. Alors activée, ZAP-70 phosphoryle 
LAT, ce qui provoque le recrutement de nombreuses molécules (e. g. VAV1, PLCγ, ADAP, SLP76...) et la formation d'un 
complexe multimoléculaire dénommé signalosome. Le complexe LAT représente le point de branchement de 
nombreuses cascades de signalisation : 
- les voies calcique, NF-κB, p38/JNK et des MAPK, régulant l'expression de nombreux gènes cibles (e. g. cytokines...) 
- des voies de signalisation dites "inside-out" permettant l'activation des intégrines 
- des cascades d'activation moléculaires initiées par VAV1, entraînant la réorganisation du cytosquelette d'actine 
(Schéma repris et adapté de Brownlie and Zamoyska, 2013) 
 
1.3.1) Différentes voies de signalisation aboutissent à une régulation de l'expression génique 
 Suite à l'activation du TCR et à la signalisation proximale, la phospholipase PLCγ1 localisée 
au niveau du complexe LAT est phosphorylée par ITK. La PLCγ1 activée clive alors le PI(4,5)P2 
membranaire en deux seconds messagers : IP3 et DAG. Ces deux molécules néoformées induisent 
alors diverses voies de signalisation, représentées figure 19 (Smith-Garvin et al., 2009; Dieckmann 
et al., 2016). 
 - IP3 et la signalisation calcique : 
 La génération d'IP3 active des récepteurs canaux à la surface du réticulum endoplasmique, ce 
qui induit la libération de calcium depuis cet organite. Cette augmentation cytoplasmique de 
calcium (également causée par l'ouverture de canaux spécifiques à la membrane plasmique) 
entraîne notamment l'activation de la kinase CaMK et de la calcineurine (Smith-Garvin et al., 
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2009). Cette dernière induit alors la translocation du facteur de transcription NFAT vers le noyau, 
où il peut se complexer ou non avec d'autres facteurs de transcription (e. g. AP-1) pour moduler 
l'expression de nombreux gènes dont l'IL-2.  
 - DAG, RAS, PKC et les signalisations associées : 
 La génération de DAG déclenche deux cascades de signalisation principales, initiées par les 
protéines RAS et PKCθ (Smith-Garvin et al., 2009). 
 D'une part, l'activation de la petite GTPase RAS par DAG active la kinase RAF-1, qui initie 
à son tour la voie des MAP kinases impliquant successivement les molécules MAPK kinases, 
ERK1/2 puis le complexe transcriptionnel AP-1. Par ailleurs, RAS induit également la voie PI3K-
AKT impliquée dans de nombreux processus cellulaires (e. g. prolifération, survie...), comme nous 
le détaillerons ultérieurement. 
 D'autre part, DAG induit la translocation de PKCθ au niveau de la membrane plasmique. 
Cette protéine kinase joue plusieurs rôles dans la signalisation intracellulaire, et induit en particulier 
: 
- L'activation de la voie NF-κB. 
- L'activation de la GTPase RHO qui induit elle-même l'activation de p38 et de JNK, promouvant 
l'activité des facteurs de transcription de la famille AP-1 et ATF-2. 
 Pour résumer, ces différentes voies aboutissent toutes à l'activation de divers facteurs de 
transcription, dont l'activité nucléaire va permettre de moduler l'expression de nombreux gènes et 
induire l'activation, la prolifération et la différenciation du LT CD8 naïf. 
 
1.3.2) L'activation du TCR induit des réarrangements du cytosquelette d'actine 
 L'activation du TCR suite à la reconnaissance de l'antigène induit des réarrangements du 
cytosquelette d'actine (figure 19) (Gomez and Billadeau, 2008; Smith-Garvin et al., 2009; Le Floc’h 
and Huse, 2015). L'étude de maladies d'immunodéficiences (e. g. syndrome de Wiskott-Aldrich), en 
parallèle d'expériences d'inhibition et/ou de déplétion de molécules, a permis de montrer que cette 
réorganisation du cytosquelette impliquait de nombreux facteurs intracellulaires. Ainsi, en réponse à 
la stimulation TCR, le facteur d'échange du GTP VAV1 active les petites RHO GTPase CDC42 et 
RAC1 (cette dernière pouvant également être activée par PI3K), conduisant respectivement à 
l'activation de WASp et de WAVE2. Ces deux molécules lient et activent alors le complexe 
ARP2/3, qui induit la polymérisation du cytosquelette d'actine (Goley and Welch, 2006; Luan et al., 
2018). 
 
1.3.3) La stimulation du TCR induit des voies de signalisation "inside-out" permettant 
l'activation des intégrines 
 L'initiation des cascades de signalisation en aval du TCR induit également l'activation des 
molécules d'intégrines par la petite GTPase RAP1 (figure 19) (Sebzda et al., 2002).  
 Cette molécule est activée par plusieurs voies de signalisation, dites "inside-out" : 
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- Dépendantes du signalosome LAT : La génération de DAG par PLCγ1 induit un facteur d'échange 
du GTP, CALDAG-GEF1, capable d'activer RAP1 (Katagiri et al., 2004; Ghandour et al., 2007). 
De plus, d'autres molécules telles que ADAP et SKP55 ont été montrées comme nécessaires à 
l'activité de RAP1 en favorisant son recrutement à la membrane plasmique (Kliche et al., 2006). 
- Indépendantes du signalosome LAT : La phosphorylation de ZAP-70 induit son interaction avec la 
molécule adaptatrice CRKII, qui s'associe elle-même avec un facteur d'échange du GTP pour 
activer RAP1 (Au-Yeung et al., 2010). 
 Ces voies de signalisation "inside-out", convergeant vers l'activation et la relocalisation 
membranaire de RAP1, induisent l'activation des intégrines selon deux processus (Konstandin et al., 
2006): 
- Une augmentation de l'affinité de l'intégrine pour son ligand : Ce phénomène consiste en un 
changement de conformation de l'intégrine, qui peut alors lier son ligand avec une plus forte 
affinité. 
- Une augmentation de l'avidité des intégrines (= affinité fonctionnelle) : Ce processus repose sur un 
regroupement des intégrines au sein de la membrane plasmique. L'avidité, représentant la force de 
liaison globale mise en jeu au niveau du cluster moléculaire, est ainsi augmentée. 
 L'intégrine activée se trouve alors en conformation étendue d'affinité intermédiaire pour son 
ligand. L'interaction avec ce dernier, en plus des forces mécaniques exercées sur l'intégrine à la 
membrane, induit des voies de signalisation dénommées cette fois-ci "outside-in" qui vont 
permettre à l'intégrine d'acquérir une conformation ouverte de très forte affinité (Alon and Dustin, 
2007). Ces voies de signalisation "outside-in" font notamment intervenir des protéines kinases des 
familles SRK et SYR ainsi que la molécule taline, qui permet de maintenir l'intégrine dans sa 
nouvelle conformation active (Evans et al., 2009; Hogg et al., 2011). 
 
 Ainsi, la reconnaissance du complexe CMH-peptide par le complexe récepteur TCR-CD3 
induit des cascades de signalisation causant des modifications de l'expression génétique, des 
réarrangements du cytosquelette d'actine et l'activation des molécules d'intégrines. Quelles sont 
alors les conséquences de l'activation et des réarrangements de l'actine et des intégrines ? 
 
2- L'actine et les intégrines renforcent l'activation du LT CD8 naïf 
2.1) L'actine et les intégrines amplifient réciproquement leurs réarrangements et activation 
 D'une part, l'interaction entre LFA-1 activée et son ligand ICAM-1 au niveau de l'IS induit la 
polymérisation de l'actine à l'IS et la génération de filaments d'actine F formant un anneau d'actine 
au niveau de l'interface LT-DC (Porter et al., 2002; Suzuki et al., 2007). Des expériences 
d'inhibition ou de déplétion de diverses molécules ont permis de mettre en évidence que la 
formation de cet anneau d'actine impliquait de nombreuses protéines, notamment des tyrosine 
kinases de la famille SRC (e. g. ADAP, JNK et SLP-76). 
 En parallèle, des études récentes basées sur l'utilisation d'inhibiteurs des réarrangements du 
cytosquelette ont montré que les flux centripètes d'actine généraient une force mécanique nécessaire 
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à la localisation de LFA-1 au pSMAC, ainsi qu'à l'acquisition et au maintien de leur état activé 
(Comrie et al., 2015). Les mécanismes par lesquels le cytosquelette d'actine influence l'organisation 
et l'activation des intégrines ne sont toutefois pas encore bien identifiés : ces phénomènes pourraient 
être induits soit directement par le flux rétrograde d'actine au dSMAC, soit de façon indirecte et 
dans ce cas faire intervenir des intermédiaires tels que la taline ou la myosine II, dont la force 
contractile pourrait moduler l'activation et la localisation de LFA-1 (Wernimont et al., 2011; Yi et 
al., 2012; Murugesan et al., 2016). Toutefois, ces deux mécanismes ne sont pas mutuellement 
exclusifs, et il est d'ailleurs probable qu'ils agissent de façon combinée, simultanément ou selon une 
dynamique temporelle spécifique. 
 
2.2) L'actine et les intégrines promeuvent l'interaction du LT CD8 naïf avec la cDC 
2.2.1) Formation de l'IS 
 Des expériences visant à mesurer les forces mécaniques au niveau de l'IS ont montré que 
lors de l'initiation de cette structure, le LT appliquait sur la DC des forces de poussée puis de 
traction (Husson et al., 2011). L'utilisation d'inhibiteurs de la polymérisation de l'actine (e. g. 
Latrunculine A) a alors permis de mettre en évidence que ces deux types de forces résultaient des 
flux d'actine, initiés en réponse à la stimulation TCR (Husson et al., 2011; Hui et al., 2015). Ainsi, 
les forces mécaniques générées par la polymérisation de l'actine sont indispensables à la formation 
de pseudopodes par le LT au contact avec la CPA et la mise en place consécutive de l'IS. 
 
2.2.2) Maintien de l'IS 
 Comme nous l'avons décrit, les flux d'actine sont nécessaires à la mise en place 
d'interactions de forte intensité entre LFA-1 et ICAM-1 à l'IS, dont l'établissement pourrait 
renforcer la stabilité de l'IS entre le LT CD8 et la DC. Toutefois, ce lien entre actine, intégrines et 
maintien de l'IS n'est a priori pas si limpide. En effet dans certaines expériences, l'inhibition de 
l'actine ou la réduction de son accumulation à l'IS ne diminuent pas les contacts entre les LT CD8 et 
les CPA (Valitutti et al., 1995; Gomez et al., 2006; Calvez et al., 2011). La stabilité de l'IS repose 
donc certainement sur des mécanismes faisant intervenir des intermédiaires autres que l'actine et les 
intégrines, dont l'identité et le rôle exact dans ce processus reste encore à définir. 
 
2.3) L'actine et les intégrines régulent la signalisation TCR 
2.3.1) Formation des clusters de TCR 
 Initialement, l'observation que les TCR stimulés se réorganisaient avec une vitesse plus 
grande que celle estimée en cas de simple diffusion permit de supposer que la formation des clusters 
de TCR ne s'effectuait pas de façon passive, mais nécessitait l'intervention d'autres molécules (Moss 
et al., 2002). Un potentiel rôle du cytosquelette dans ce phénomène fut alors suggéré, puis confirmé 
par l'utilisation d'inhibiteurs spécifiques tels que la Latrunculine A : les réarrangements d'actine sont 
nécessaires au mouvement centripète et au regroupement des TCR au centre de l'IS (Campi et al., 
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2005; Varma et al., 2006). Des études plus récentes ont ensuite permis de démontrer qu'en plus de 
dépendre des flux rétrogrades d'actine aux extrémités distales de l'IS en formation, la réorganisation 
des TCR au pSMAC reposerait sur les forces contractiles induites par les arcs d'actine-myosine (Yi 
et al., 2012; Murugesan et al., 2016). Ce rôle de la myosine II reste toutefois controversé et pourrait 
notamment dépendre du type cellulaire considéré (e. g. cellules primaires ou lignées) (Babich et al., 
2012). Enfin, nous pouvons mentionner que les étapes finales du déplacement centripète des TCR 
au cSMAC seraient indépendantes de l'actine et feraient intervenir les microtubules et leur moteur 
moléculaire dynéine (Hashimoto-Tane et al., 2011). 
 
2.3.2) Promotion de la signalisation TCR... 
a) ... par les intégrines 
 De nombreux travaux ont permis de mettre en évidence que les intégrines, et en particulier 
LFA-1, jouaient un rôle important dans l'activation des LT CD8 naïfs. Par exemple in vitro, il a été 
montré que la stimulation de LFA-1 favorisait la production d'IL-2 par des cellules Jurkat activées 
avec seulement de faibles concentrations d'anti-CD3 (Suzuki et al., 2007). De plus, après infection 
in vivo, l'absence de cette intégrine provoque un défaut d'expansion clonale et de production de 
cytokines par les LT activés (Rutigliano et al., 2004; Kandula and Abraham, 2004). Ces résultats 
démontrent ainsi que l'activation de LFA-1 à l'interface entre la CPA et le LT naïf est indispensable 
à l'activation de ce dernier. Cette action co-stimulatrice pourrait par exemple résulter de forces 
mécaniques induites par le processus d'adhérence cellulaire, qui augmentent la tension exercée sur 
le complexe récepteur TCR et diminuent ainsi son seuil d'activation (Basu and Huse, 2017). LFA-1 
pourrait également moduler directement les voies de signalisation en aval du TCR, comme il l'a été 
montré dans le cas de ERK1/2 et de la voie des MAPK kinases (Li et al., 2009). 
b) ... par le cytosquelette d'actine 
 En plus de démontrer son importance dans la mise en place des clusters de TCR, les 
expériences d'inhibition de la dynamique d'actine ou de déplétion de ses régulateurs ont mis en 
évidence que cet élément du cytosquelette était indispensable au déroulement de certaines voies en 
aval du TCR, en permettant notamment la phosphorylation de PLCγ1 et l'augmentation 
cytoplasmique de Ca2+ (Valitutti et al., 1995; Varma et al., 2006; Calvez et al., 2011; Babich et al., 
2012). Par ailleurs, étant donné les résultats controversés sur un potentiel rôle de l'actine au niveau 
de la signalisation TCR précoce (Babich et al., 2012; Murugesan et al., 2016), nous pouvons 
suggérer que l'actine ne serait pas nécessaire à l'induction de ces étapes mais pourrait néanmoins les 
faciliter ou les amplifier, en servant de plateforme d'échafaudage permettant la bonne localisation et 
le regroupement des molécules proximales en aval du TCR. 
 
 2.3.3) Séquestration et internalisation des complexes récepteurs 
 L'observation de nombreux endosomes tardifs au niveau du cSMAC suggère que le centre 
de l'IS est impliqué dans l'internalisation et la dégradation des complexes récepteurs TCR (Varma et 
al., 2006). La déplétion de régulateurs du cytosquelette d'actine, tels que WASp ou ARP2/3, a 
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permis de mettre en évidence que la polymérisation de l'actine était nécessaire à l'endocytose des 
TCR et donc à la terminaison de la signalisation en aval de ce récepteur (Zhang et al., 1999; Gomez 
et al., 2007). 
 
 Ainsi, la stimulation du TCR par le complexe CMH-peptide induit des cascades de 
signalisation, dont l'activité est favorisée et/ou renforcée par l'action du cytosquelette d'actine et des 
molécules d'intégrines. Ces interactions réciproques entre le TCR, ses voies de signalisation, l'actine 
et les intégrines, favorisent l'activation du LT CD8 naïf. Toutefois, nous avons vu dans la deuxième 
partie que la stimulation seule du TCR ne permettait pas d'induire une activation complète et 
physiologique de la cellule naïve : celle-ci requiert également des co-signaux activateurs. Nous 
allons maintenant présenter ces voies de signalisation, en prenant l'exemple de la molécule CD28 
dont l'activité prédomine celles des autres molécules de co-signal. 
 
3- L'activation des LT CD8 requiert des co-signaux activateurs : exemple de la signalisation en aval 
de CD28 
 Les molécules de co-signal jouent un rôle majeur dans l'activation, la prolifération, la survie 
et la différenciation des LT CD8. De nombreux récepteurs de co-signal ont été identifiés et 
interviennent lors de la formation de l'IS entre le LT CD8 naïf et la DC pour jouer un rôle activateur 
(e. g. CD28, ICOS, CD2...) ou inhibiteur (e. g. CTLA-4, PD1, TIM3...) de l'activation du LT CD8 
naïf suite à l'interaction avec leurs ligands (Chen and Flies, 2013). 
 Le récepteur CD28, exprimé de façon constitutive par les LT CD8 murins, semble être la 
molécule co-stimulatrice majoritairement impliquée dans l'activation des LT CD8 naïfs. De 
nombreuses études ont permis de montrer que l'interaction de ce récepteur avec ses ligands CD80 et 
CD86 exprimés par les CPA induisait diverses cascades de signalisation favorisant l'activation du 
LT CD8 naïf, représentées figure 20  (Chen and Flies, 2013; Esensten et al., 2016). 
 
3.1) La voie PI3K-AKT 
 L'activation de CD28 induit son association avec PI3K, qui active alors la molécule AKT. 
Cette protéine phosphoryle de nombreuses cibles à l'intérieur de la cellule (e. g. GSK3, qui est alors 
inactivée), induisant divers processus cellulaires : 
- Activation de différents facteurs de transcription (e. g. NF-κB et NFAT) induisant l'expression de 
gènes codant pour des molécules anti-apoptotiques (e. g. BCL-xL) et des cytokines (e. g. IL-2, 
IFNγ). 
- Inhibition de facteurs de transcription impliqués dans l'arrêt du cycle cellulaire, ce qui promeut la 
survie et la prolifération du LT activé. 
- Augmentation de l'expression et de l'activité de mTOR et du transporteur GLUT1, ce qui permet 
un switch métabolique de la cellule activée vers la glycolyse et favorise sa prolifération. 
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Figure 20 : Les voies de signalisation en aval de CD28. 
 L'activation de CD28 par ses ligands CD80 et CD86 induit divers processus intracellulaires :  
- L'activation de PI3K, qui phosphoryle et active à son tour les kinases AKT et PKC. 
- L'association entre GRB2, SOS et VAV1, qui activent les petites RHO GTPases RAS, RAC1 et CDC42, ce qui induit d'une 
part l'activation des voies p38/JNK et MAPK, et d'autre part des réarrangements du cytosquelette d'actine. 
Ces cascades de signalisation aboutissent à l'activation de différents facteurs de transcription (e. g. NFAT, NFκB, AP1 et 
ATF-2) qui modulent l'expression de nombreux gènes impliqués notamment dans la prolifération, la survie et les 
fonctions effectrices du LT CD8. 
 
3.2) Signalisation médiée par PKCθ 
 En parallèle d'induire la voie PI3K-AKT, l'activation de CD28 permet le recrutement de 
PKCθ au niveau de l'IS et son activation. L'activité de cette kinase promeut notamment l'induction 
de la voie NF-κB ainsi que l'activation de p38 et JNK, aboutissant à la formation et l'action des 
facteurs de transcription AP-1 et ATF-2, qui peuvent alors réguler l'expression génique et induire en 
particulier l'expression de gènes codant pour des cytokines dont l'IL-2. 
 
3.3) La voie RAS-MAPK 
 L'interaction de CD28 avec ses ligands permet également l'activation de RAS, qui initie la 
voie des MAP kinases et la voie PI3K-AKT, toutes deux aboutissant à l'activation de facteurs de 
transcription (e. g. AP1, NFAT, NF-κB) et l'expression de nombreux gènes impliqués dans la 
prolifération, la survie ou les fonctions effectrices du LT CD8. 
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3.4) Rôle de GRB2 
 Enfin, la liaison de la protéine adaptatrice GRB2 aux segments intracellulaires de CD28 
favorise son interaction avec les molécules SOS et VAV1. Ces deux facteurs activent les petites 
GTPases RAS, RAC1 et CDC42, ce qui aboutit d'une part à l'activation de JNK, ERK1/2 puis du 
complexe transcriptionnel AP-1, et d'autre part à des réarrangements du cytosquelette d'actine. Par 
ailleurs, cette molécule a été montrée comme nécessaire à l'expression de la cytokine IL-2, via 
l'activation du facteur de transcription NFAT. 
 
 Pour conclure, l'activation de CD28 par ses ligands CD80-CD86 induit des cascades de 
signalisation activant de nombreux phénomènes cellulaires tels que la prolifération et la survie 
cellulaire, des réarrangements du cytosquelette d'actine, ainsi que la production de cytokines dont 
l'IL-2. La signalisation en aval de CD28 permet ainsi d'amplifier l'action des signaux TCR, 
permettant une activation complète du LT CD8 naïf et la mise en place de réponses T CD8 
efficaces. 
 
 Ainsi, l'activation du LT CD8 naïf repose sur des cascades de signalisation intracellulaires 
induites par les signaux antigéniques et co-stimulateurs à l'IS. Ces voies de signalisation, 
caractérisées par de nombreuses interactions moléculaires, des modifications post-traductionnelles 
et la formation de seconds messagers intracellulaires, induisent l'expression de gènes associés à 
l'activation du LT CD8 naïf ainsi que des modifications de l'actine et des intégrines, qui agissent en 
retour sur ces voies de signalisation et sur l'IS, permettant une activation optimale du LT CD8 naïf. 
 Par ailleurs, nous avons vu que l'activation des LT CD8 naïfs dans le ganglion lymphatique 
intervenait au cours d'un processus dynamique de recherche et d'interactions avec les CPA, et 
qu'une fois activés les LT continuaient leur migration, cette fois-ci jusqu'au tissu infecté, pour y 
éliminer leurs cellules cibles et le pathogène. Les LT CD8 sont donc des cellules au comportement 
migrateur très marqué. Dans la partie qui suit, nous allons détailler les caractéristiques moléculaires 
de cette migration amiboïde, et montrer comment diverses molécules telles que l'actine, les 
intégrines et les chimiokines régulent les déplacements des cellules et leur localisation au sein des 
tissus. 
 
 
B- Migration et localisation des LT CD8 dans les OLS et tissus périphériques 
1- Les LT CD8 se dirigent grâce à des gradients de chimiokines 
1.1) Liaison de la chimiokine à son récepteur 
 Les modalités d'interaction entre les chimiokines et leurs récepteurs (appartenant à la famille 
des récepteurs couplés aux protéines G) sont encore aujourd'hui controversées. Bien que la liaison 
d'une seule chimiokine à son récepteur suffise à déclencher des réponses intracellulaires in vitro 
Introduction 
123 
 
(Blain et al., 2007), les processus inducteurs des déplacements cellulaires pourraient être plus 
complexes in vivo et impliquer des dimères voire des oligomères de chimiokines (Campanella et al., 
2006). De même, les récepteurs aux chimiokines pourraient former des multimères dans la 
membrane plasmique, bien que les observations réalisées à ce propos soient encore débattues 
(Angers et al., 2002; Thelen and Stein, 2008). 
 Dans tous les cas, suite à l'interaction entre la (les) chimiokine(s) et leur(s) récepteur(s), la 
stimulation de ce dernier entraîne l'activation de la sous-unité Gα par échange du GDP par un GTP, 
et sa dissociation des sous-unités βγ (Oldham and Hamm, 2008). Les deux complexes formés (i. e. 
Gα et Gβγ) initient alors de nombreuses voies de signalisation, aboutissant à la polarisation, la 
migration et la survie du LT CD8 (Neves et al., 2002; Thelen and Stein, 2008; Pozzobon et al., 
2016). 
 
1.2) Initiation du mouvement vers l'avant 
1.2.1) Activation des intégrines 
 De la même manière que pour le TCR, l'activation du récepteur aux chimiokines et la 
dissociation de la protéine G associée active des voies de signalisation "inside-out", faisant 
intervenir PLCγ1, DAG puis CALDAG-GEF1 pour induire l'activité de RAP1 et l'activation 
consécutive des intégrines, le tout en moins d'une seconde (Katagiri et al., 2004; Ghandour et al., 
2007). 
 
1.2.2) Induction de la polarité cellulaire 
 En parallèle de son rôle dans l'activation des intégrines, la protéine RAP1 induit l'activation 
de la petite RHO GTPase CDC42. Des expériences modulant l'expression de ces deux protéines (i. 
e. inhibition ou expression constitutive) ont montré que ces molécules étaient notamment 
impliquées dans l'acquisition de la polarité cellulaire : CDC42 activée recrute et s'assemble avec les 
protéines de polarité PAR (PAR3 et PAR6) et d'autres facteurs (TIAM1), formant un complexe dont 
la localisation détermine le pôle avant de la cellule (Gérard et al., 2007). L'induction de la 
polarisation cellulaire est également un phénomène rapide : celle-ci serait établie entre 30 secondes 
et trois minutes après la stimulation chimiokinique. 
 
1.2.3) Réorganisation de l'actine corticale et formation de prolongements cellulaires 
 La dissociation de la protéine G suite à l'activation du récepteur aux chimiokines induit 
l'activation de nombreuses enzymes, dont PI3K, qui s'accumulent à l'avant de la cellule. L'activité 
de cette kinase génère des phospholipides membranaires (PIP2 et PIP3), qui induisent le recrutement 
de nombreuses molécules à la membrane plasmique du pôle antérieur de la cellule. En particulier, 
les petites RHO GTPases RAC1 et CDC42 sont mobilisées à l'avant de la cellule et activent 
respectivement WAVE2 et WASp, qui initient alors toutes deux l'activité du complexe ARP2/3 et la 
polymérisation de l'actine (Goley and Welch, 2006; Faroudi et al., 2010; Cotta-de-Almeida et al., 
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2015; Luan et al., 2018). En parallèle, la liaison des intégrines avec leurs ligands induit le 
recrutement de diverses protéines dont FAK et paxilline, qui régulent indirectement l'activité des 
petites RHO GTPases et permettent les réarrangements d'actine à l'avant de la cellule (Frisch et al., 
1996; Brown and Turner, 2004). 
 Par ailleurs, la dynamique de formation d'actine au niveau du lamellipode implique que de 
grandes quantités d'actine G soient disponibles à la polymérisation. In vitro, il a été montré que la 
stimulation de CXCR4 induisait l'activation de RAS puis de l'enzyme MEK, qui déphosphoryle et 
active la cofiline (Klemke et al., 2010). Cette molécule clive alors les filaments d'actine à des 
endroits du cytoplasme où ceux-ci ne sont plus nécessaires, ce qui provoque leur dépolymérisation 
et la libération de nouveaux monomères d'actine G disponibles à la polymérisation. 
 Ainsi, au cours de la migration cellulaire, les cascades de signalisation en aval des 
intégrines, couplées à celles induites par les stimuli chimiokiniques, induisent la réorganisation du 
cytosquelette d'actine qui forme un réseau dynamique au pôle avant du LT en migration. Les forces 
exercées à cet endroit par la dynamique d'actine favorisent la formation de prolongements 
cellulaires tels que des lamellipodes (i. e. une extension membranaire de forme large, Small et al., 
2002) ou des filopodes (i. e. un pseudopode plutôt allongé et étroit, Mattila and Lappalainen, 2008) 
(figure 21A). La nature de ces prolongements dépend de l'organisation du cytosquelette : la 
formation d'un réseau ramifié de courts filaments d'actine sera propice au développement d'un 
lamellipode, tandis que la génération de longs faisceaux fins entraînera la mise en place de 
filopodes (Tolar, 2017). Ces différents types de prolongements ont par ailleurs des fonctions 
distinctes : tandis que les lamellipodes sont impliqués dans la mobilité cellulaire, les filopodes 
permettent plutôt aux cellules d'explorer leur milieu environnant (Mattila et al., 2016). 
 
 Pour résumer, la polymérisation d'actine en réponse à l'activation des récepteurs aux 
chimiokines et des intégrines induit la formation de prolongements cellulaires qui vont initier le 
déplacement de la cellule vers l'avant. De plus, ces réarrangements cellulaires sont associés à la 
mise en place d'un flux rétrograde d'actine, renforcé par les contractions induites par la myosine II, 
impliqué dans le mouvement du reste de la cellule en direction du gradient de chimiokine. 
 
2- Les LT CD8 se déplacent selon un mode de migration amiboïde 
2.1) Actine, intégrines et mouvement du corps cellulaire 
 Le développement de techniques d'imagerie en intravital, en parallèle des méthodes de 
culture cellulaire en milieu 2D ou 3D, ont permis de mieux caractériser les dynamiques 
moléculaires requises pour la migration dans l'un ou l'autre de ces environnements in vitro et in 
vivo. En particulier, il a été démontré que la migration amiboïde des leucocytes dans un milieu à 
deux dimensions, par exemple à la surface d'un endothélium, nécessitait la mise en place 
d'adhérences cellulaires (Friedl et al., 1998), contrairement aux déplacements au sein des tissus où 
ces liaisons ne sont pas requises (Lämmermann et al., 2008). 
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Figure 21 : La migration amiboïde. 
A- Morphologie des lamellipodes et des filopodes. 
 Observation au microscope de fluorescence par réflexion totale interne de cellules embryonnaires de poisson 
zèbre marqués pour l'actine (Lifeact-GFP). Les lamellipodes et filopodes sont indiqués respectivement par des flèches 
jaunes et blanches, et leur morphologie est illustrée sur les schémas de droite. (Barre d'échelle : 10µm). 
(Images et schémas tirés de Ruprecht et al., 2015) 
B- Organisation de l'actine et des adhérences cellulaires dans une cellule migratrice. 
 Des adhérences naissantes se forment à l'avant des cellules en migration, associées aux prolongements 
cellulaires. Au niveau de la zone de transition entre le lamellipode et la lamelle, soit ces adhérences se dissocient, soit 
elles forment des adhérences focales, au niveau desquelles les molécules d'intégrines sont physiquement reliées aux 
faisceaux d'actine par diverses molécules telles que la taline. 
(Schéma repris de Parsons et al., 2010) 
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Figure 21 : La migration amiboïde. 
C- Fonctionnement du crampon moléculaire intégrine-taline-actine. (page précédente) 
 (1) A l'avant du lamellipode, les monomères d'actine G (en bleu clair) sont incorporés dans le filament d'actine 
en cours d'élongation (en bleu foncé). Le prolongement cellulaire est relié à la matrice extracellulaire par des molécules 
d'intégrines telles que LFA-1 (en vert et violet). 
 (2) En l'absence de formation du crampon moléculaire (i. e. pas de liaison entre l'actine, les intégrines et la 
taline, en jaune), le fort flux rétrograde d'actine (induit par sa polymérisation) n'exerce aucune force sur le substrat, 
pouvant provoquer le glissement de la cellule. 
 (3) La formation du crampon moléculaire actine-taline-intégrine permet la transmission des forces générées 
par la polymérisation de l'actine jusqu'au substrat, entraînant un ralentissement du flux d'actine et l'avancée du 
prolongement cellulaire grâce à la force de traction exercée. 
(Schéma repris de Case and Waterman, 2015) 
D- Régulation de la migration amiboïde par l'actine, les intégrines et les chimiokines. 
 A l'avant de la cellule, la stimulation des récepteurs aux chimiokines induit l'activation des intégrines et des 
réarrangements du cytosquelette d'actine (i. e. polarisation médiée par RAC, CDC42 et ARP2/3), générant des forces 
extensives à l'origine de prolongements cellulaires. Le crampon moléculaire actine-taline-intégrine exerce également 
des forces de traction sur le substrat, ce qui facilite le déplacement de la cellule vers l'avant. 
 Au centre de la cellule, les contractions induites par le système d'acto-myosine modifient la forme du noyau, 
permettant à la cellule de se faufiler à travers le réseau fibrillaire matriciel. 
 Au niveau de l'uropode, le système contractile d'actine-myosine régulé par RHOA permet de détacher la cellule 
du substrat (i. e.rupture des adhérences) et de la propulser vers l'avant. De plus, le recrutement du complexe ERM induit 
par CD44 renforce le réseau cortical sous-membranaire, ce qui empêche la formation de protubérances à l'arrière de la 
cellule. 
MEC : Matrice extracellulaire ; MTOC : Centre organisateur des microtubules (centrosome) 
(Schéma repris et adapté de Weninger et al., 2014) 
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 Dans le cas de la migration amiboïde en milieu 2D, en plus de la mise en place d'adhérences 
naissantes à l'avant de la cellule en réponse aux signaux chimiokiniques, des observations 
microscopiques ont montré que des intégrines activées de haute affinité étaient également localisées 
au niveau du corps cellulaire, au sein d'adhérences focales établissant une liaison plus stable du 
leucocyte au substrat (figure 21B) (Stanley et al., 2008). Au niveau de ces contacts focaux, les 
intégrines sont physiquement liées au cytosquelette d'actine grâce à plusieurs protéines telles que la 
taline, la vinculine et l'α-actinine, qui ont été montrées comme nécessaires à la migration adhésive 
par des expériences de délétion (Smith et al., 2005; Evans et al., 2009; Parsons et al., 2010). En 
particulier, le complexe actine-taline-intégrine sert de "crampon moléculaire" ("molecular clutch" 
en anglais) pour ancrer physiquement la cellule au substrat et transmettre des forces entre le 
cytosquelette d'actine et la matrice extracellulaire. De façon simplifiée, le mouvement est permis 
grâce au flux rétrograde d'actine qui exerce une force de traction sur le substrat (physiquement 
transmise par les intermédiaires taline et intégrines) entraînant l'avancée du pseudopode et du corps 
cellulaire (figure 21C). 
 Dans le cas de la migration amiboïde au sein des tissus (milieu à trois dimensions), la 
migration des leucocytes ne nécessite pas la mise en place d'adhérences cellulaires car l'étroitesse 
du milieu suffit à stabiliser la cellule. Dans ce cas, la migration cellulaire est très rapide et repose 
sur un intense flux rétrograde d'actine pouvant être associé à un glissement de la cellule sur son 
substrat (Lämmermann et al., 2008; Renkawitz et al., 2009). Par ailleurs, le mouvement cellulaire 
est également facilité par un mécanisme de contraction cellulaire, que nous allons maintenant 
détailler. 
 
2.2) Contractilité du système d'actine-myosine et rétraction de l'uropode 
 Des observations microscopiques ont montré que les leucocytes en migration exprimaient 
des molécules de myosine II, organisées sous forme de patchs et localisées principalement à l'arrière 
de la cellule (Renkawitz et al., 2009). Cette protéine, constituée de deux longues chaînes 
entrelacées, est également formée à son extrémité N-terminale de deux têtes à activité ATPasique 
capables de lier l'actine. Ces têtes de myosine forment les domaines moteurs de la protéine et sont 
responsables de l'activité contractile du complexe actine-myosine. 
 De nombreuses études réalisées initialement chez l'amibe Dictyostelium puis chez des 
leucocytes en migration, ont montré que l'activité contractile de ce système actine-myosine générait 
une force de poussée au niveau de l'uropode, permettant son détachement du substrat et son 
déplacement vers l'avant (Jay et al., 1995; Smith et al., 2007; Morin et al., 2008; Jacobelli et al., 
2010). Au niveau moléculaire, il a par ailleurs été mis en évidence que la petite GTPase RHOA et la 
kinase ROCK étaient nécessaires pour activer la myosine II et permettre le mouvement de l'uropode 
(Alblas et al., 2001). De plus, l'activité contractile du système actine-myosine requiert la présence 
de calcium, dont l'augmentation cytoplasmique induit la kinase MLCK impliquée dans la 
phosphorylation et l'activation de la myosine II (Eddy et al., 2000). 
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 Ainsi, les chimiokines, les intégrines et le cytosquelette d'actine régulent les déplacements 
des LT CD8 en intervenant dans les différentes étapes de leur migration amiboïde (figure 21D). 
Nous allons maintenant voir qu'en plus de guider et de permettre la migration des LT CD8 dans les 
tissus, les intégrines et les chimiokines promeuvent le maintien des cellules au sein du tissu en 
induisant leur survie. 
 
3- Les intégrines et les chimiokines favorisent le maintien des LT CD8 au sein des tissus 
3.1) Survie induite par les chimiokines 
 Suite à l'activation du récepteur aux chimiokines, les sous-unités Gα et Gβγ dissociées 
activent diverses enzymes dont PI3K, qui active la GTPase RAS et la voie des MAP kinases. Cette 
cascade de signalisation module l'expression de nombreux gènes, notamment des régulateurs du 
cycle cellulaire et des protéines anti-apoptotiques (Chang et al., 2003). En parallèle, PI3K activée 
phosphoryle AKT qui elle-même régule l'expression et l'activité de nombreuses cibles (i. e. 
diminution de l'activité des caspases, augmentation de protéines anti-apoptotiques, activation de la 
voie NF-κB...), ce qui favorise également la prolifération et la survie de la cellule (Paoli et al., 
2013). 
 
3.2) Intégrines et viabilité cellulaire 
 Les intégrines régulent l'homéostasie des LT CD8 par de nombreux aspects. En particulier, 
l'observation d'une augmentation de l'apoptose en l'absence d'interaction entre ICAM-1 et LFA-1 a 
permis de conclure que l'activité de cette intégrine était nécessaire à la survie des LT CD8 
effecteurs et mémoires in vivo (Ye et al., 2010). LFA-1 régule en effet la survie lymphocytaire en 
modifiant l'expression et l'activité de protéines régulatrices de l'apoptose telles que BCL-2 et les 
caspases, ainsi qu'en augmentant l'expression de l'IL-15R dont l'activation par son ligand promeut la 
viabilité cellulaire. 
 Mais quel est le lien moléculaire entre LFA-1, BCL-2 et les caspases ? Il a été démontré 
dans des cellules épithéliales que la liaison de l'intégrine à son ligand induisait le recrutement de 
FAK au niveau du domaine cytoplasmique de l'intégrine et son activation par phosphorylation 
(Frisch et al., 1996). FAK active alors de nombreuses cibles dont PI3K, qui phosphoryle AKT et 
induit ainsi la survie de la cellule (Chen et al., 1996). En parallèle, la phosphorylation de FAK 
permet le recrutement de la protéine adaptatrice GRB2 qui active la voie des MAP kinases 
(Schlaepfer et al., 1994), induisant également la survie cellulaire grâce à la régulation de 
l'expression de facteurs pro- et anti-apoptotiques (Schlaepfer et al., 1994, 1999; Ley et al., 2005). 
Bien que tous ces résultats aient été mis en évidence dans des cellules épithéliales et des 
fibroblastes, il est connu que FAK est également exprimé par les LT CD8, en particulier au cours de 
leur migration amiboïde (Samstag et al., 2003). Nous pouvons donc extrapoler ces résultats à nos 
cellules d'intérêt, et supposer que ces voies moléculaires initiées par les intégrines activées 
pourraient également favoriser la survie des LT lors de leur adhérence au milieu environnant. 
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 Ainsi, l'action des chimiokines, des intégrines et de l'actine régulent la migration et la 
localisation des LT CD8 dans les OLS et les tissus périphériques. Cette migration, permettant des 
réponses dynamiques à l'échelle de l'organisme, est indispensable à l'activation des LT CD8 naïfs 
dans les OLS puis à l'action des LT CD8 effecteurs au sein du site infecté. Nous allons d'ailleurs à 
présent étudier ces fonctions effectrices au niveau moléculaire, et voir comment elles sont régulées. 
 
 
C- Les fonctions effectrices des LT CD8 : cytotoxicité et sécrétion de cytokines 
1- La sécrétion des granules lytiques et des cytokines repose sur différentes voies moléculaires 
1.1) Polarisation et sécrétion des granules lytiques 
 Les processus de polarisation et de sécrétion des granules lytiques reposent sur de 
nombreuses voies et constituants intracellulaires, dont les fonctions ont notamment pu être établies 
par l'étude d'immunodéficiences humaines (ou des modèles murins associés) caractérisées par des 
défauts de cytotoxicité. A titre d'exemple, l'étude des syndromes HLH (pour "haemophagocytic 
lymphohistiocytosis") a permis de démontrer que les molécules MUNC13-4, Syntaxine 11 et 
MUNC18-2 étaient nécessaires au processus cytotoxique (de la Roche et al., 2016; Dieckmann et 
al., 2016). 
 
1.1.1) Polarisation des vésicules cytotoxiques 
 Plusieurs études ont été nécessaires pour élaborer un modèle de polarisation des granules 
cytotoxiques. 
 Tout d'abord, des travaux de l'équipe de Gillian Griffiths ont montré que suite à la 
reconnaissance de la cellule cible par le LTc, le centrosome se polarisait en direction de l'IS 
cytotoxique et y contactait la membrane plasmique, entraînant la migration consécutive des 
granules lytiques jusqu'à la membrane à l'interface LTc-cible où ils sont alors sécrétés, et ce environ 
6 minutes suivant le contact avec la cible (figure 11B, p.74) (Stinchcombe et al., 2006). L'utilisation 
de taxol (i. e. un inhibiteur de la dépolymérisation des microtubules) et la déplétion de molécules 
impliquées dans la croissance des microtubules (caséine kinase 1δ) ont montré que la migration du 
centrosome et des vésicules vers l'IS dépendait de ces éléments du cytosquelette (Zyss et al., 2011; 
Yi et al., 2013). De plus, les déplacements de ces constituants cellulaires sont régulés par les voies 
de signalisation en aval du TCR. En particulier, la formation de DAG par PLCγ active PKC, qui 
promeut l'activité des moteurs moléculaires dynéine et NMII tirant et poussant respectivement le 
centrosome et les granules vers l'IS, sur le réseau de microtubules (Liu et al., 2013). D'autre part, il 
a été mis en évidence que la déplétion des formines (i. e. des molécules impliquées dans la 
nucléation de l'actine) altérait le processus de polarisation du centrosome, induisant une diminution 
de la cytotoxicité du LTc (Gomez et al., 2007). Les réarrangements d'actine seraient donc également 
nécessaires à l'induction de la polarisation centrosomale et vésiculaire, sous le contrôle de la voie 
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Hedgehog et de la protéine RAC1 (qui régule également les microtubules) (de la Roche et al., 
2013). 
 Par ailleurs, des expériences complémentaires réalisées par l'équipe de Salvatore Valitutti 
ont mis en évidence que la migration et la sécrétion des granules lytiques à l'IS pouvaient dans 
certains cas être indépendantes de la polarisation du centrosome (Bertrand et al., 2013). En effet, 
leur étude montre que la sécrétion des vésicules cytotoxiques peut se faire très rapidement (dans les 
40 secondes à 1 minute suivant le contact avec la cible), avant même la polarisation du centrosome, 
et que l'inhibition de ce dernier phénomène n'inhibe pas la libération des granules lytiques. 
 Pour résumer, ces différents travaux permettent d'établir un modèle de sécrétion des 
vésicules cytotoxiques par les LTc impliquant : 
- Une étape de sécrétion très précoce, indépendante de la polarisation du centrosome. 
- Une étape de sécrétion plus tardive et prolongée, pour laquelle l'exocytose des granules à l'IS 
repose sur la polarisation préalable du centrosome jusqu'à la membrane de l'interface LTc-cible. 
L'association de ces deux modes de sécrétion induit la lyse rapide des cellules infectées ou 
tumorales, tout en favorisant la mort de cibles plus résistantes grâce à la sécrétion prolongée de 
granules supplémentaires. Ces deux voies complémentaires renforcent ainsi l'efficacité de "killing" 
du LTc, ainsi que sa spécificité envers la cellule infectée contactée (polarisation du centrosome et 
des granules en direction de la cible, permettant d'épargner les cellules adjacentes). 
 
1.1.2) Sécrétion des granules lytiques 
 Une fois localisés à proximité de l'interface LTc-cible, les granules lytiques se décrochent 
des microtubules et s'attachent à la membrane plasmique : c'est l'étape d'arrimage et d'apprêtement 
des granules, faisant intervenir les protéines RAB27a et MUNC13-4 (figure 22) (Stinchcombe, 
Barral, et al., 2001; Elstak et al., 2011). Suite à cela, le processus de fusion membranaire entre les 
granules cytotoxiques et la membrane plasmique peut alors avoir lieu et repose sur l'interaction 
entre les protéines Syntaxine 11 (une t-SNARE, située majoritairement à la membrane plasmique) 
et MUNC18-2 (localisée principalement à la surface des granules) (Halimani et al., 2014; 
Dieckmann et al., 2015). D'ailleurs, on peut ici noter qu'expérimentalement, la fusion membranaire 
peut s'observer par l'exposition de la molécule LAMP-1 (CD107a) à la surface de la membrane 
plasmique du LT, une protéine qui était jusqu'alors localisée sur la face interne de la membrane des 
lysosomes sécrétoires. Ce phénomène permet ainsi d'évaluer les capacités cytotoxiques des LT CD8 
(ou plus précisément leur dégranulation) par cytométrie en flux. 
 La libération du contenu des granules lytiques, favorisée par la contraction des vésicules 
suite à la fusion membranaire (Herz et al., 2009), induit ensuite la mort de la cellule cible grâce à 
l'activité des couples moléculaires granzymes-perforine et FAS-FASL. 
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Figure 22 : Sécrétion des granules lytiques par le LTc. 
 Suite à la reconnaissance de l'antigène, les granules cytotoxiques migrent de façon polarisée en direction de 
l'IS. Une fois localisés à proximité de la membrane plasmique, les granules s'accolent à la membrane plasmique, selon 
un processus nécessitant les protéines RAB27 et MUNC13-4. L'apprêtement des vésicules fait ensuite intervenir les 
molécules Syntaxine 11 et MUNC18-2, dont les changements de conformation sont responsables de la fusion des 
granules avec la membrane plasmique. 
(Schéma repris et adapté de de Saint Basile et al., 2010) 
 
 
1.2) Sécrétion de cytokines 
 Comme nous l'avons vu plus tôt dans l'introduction, il existe deux voies de sécrétion des 
cytokines : une voie polarisée à la synapse, pour les cytokines IFNγ et IL-2 par exemple, et une voie 
de sécrétion multidirectionnelle, par laquelle est notamment libéré le TNFα (Huse et al., 2006). 
 Contrairement au processus d'exocytose des granules lytiques, dont les facteurs moléculaires 
et fonctions associées sont bien caractérisés, peu de choses sont connues sur les mécanismes 
impliqués dans la sécrétion des cytokines par les LT CD8. L'étude de la co-localisation entre des 
cytokines et des molécules connues pour jouer un rôle dans les processus sécrétoires a permis de 
montrer que les petites GTPases RAB3d et RAB19 étaient potentiellement impliquées dans la 
sécrétion polarisée à l'IS, tandis que la protéine SNARE Syntaxine 6 pourrait intervenir dans la 
sécrétion multidirectionnelle du TNFα (Huse et al., 2006). D'autres molécules, telles que RAB37 et 
VTI1b, seraient quant à elles impliquées dans les deux voies de sécrétion. Ainsi, tandis que certains 
constituants cellulaires seraient communs aux deux voies, d'autres molécules interviendraient 
uniquement dans l'un ou l'autre des deux processus, assurant ainsi leur spécificité. Cependant, on ne 
sait toujours pas quand, ni comment, ces molécules interviennent au cours de la sécrétion des 
cytokines, ni quels sont les compartiments cellulaires associés à ces deux voies d'exocytose. 
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 Par ailleurs, l'observation que ni l'IL-2 ni le TNFα ne co-localisent avec la protéine RAB27a 
(impliquée dans la sécrétion des granules lytiques) suggère que les voies de sécrétion directionnelle 
et multidirectionnelle des cytokines seraient distinctes des voies impliquées dans l'exocytose des 
vésicules cytotoxiques, comme il l'a également été montré dans les cellules NK (Huse et al., 2006; 
Reefman et al., 2010). 
 De nouveaux tests fonctionnels (e. g. expériences de délétion ou de surexpression de 
protéines), couplés à des observations microscopiques plus poussées, sont ainsi nécessaires pour 
mieux caractériser les mécanismes moléculaires impliqués dans la sécrétion polarisée ou 
multidirectionnelle des cytokines. La caractérisation de ces processus permettrait de mieux 
comprendre l'importance fonctionnelle de ces deux types de sécrétion, et de déterminer leurs 
implications respectives dans les réponses immunitaires in vivo. 
 
2- Régulation des fonctions effectrices des LT CD8 par le cytosquelette d'actine et les intégrines 
2.1) Rôle de l'actine et de l'intégrine LFA-1 dans la sécrétion des granules lytiques 
 Un potentiel rôle de l'actine dans l'exocytose des granules lytiques par les LT CD8 fut 
supposé suite à l'étude d'autres types cellulaires telles que les cellules des glandes salivaires, dans 
lesquelles il fut démontré que l'actine intervenait dans différentes étapes de la sécrétion vésiculaire 
(Masedunskas et al., 2011; Porat-Shliom et al., 2013). L'étude de cellules WASp-/- issues de patients 
atteints du syndrome de Wiskott-Aldrich renforça ensuite cette hypothèse : les cellules mutantes 
pour ce régulateur de la dynamique d'actine présentaient un défaut de polarisation des granules 
lytiques au centre de l'IS, entraînant la diminution de leur activité cytotoxique (De Meester et al., 
2010). Les réarrangements de l'actine pourraient donc être nécessaires à ce processus effecteur chez 
les LT CD8. Mais quel rôle jouerait alors cet élément du cytosquelette ? 
 Une réponse à cette question fut apportée par deux études publiées par l'équipe de Gillian 
Griffiths en 2015 et 2017, basées sur l'utilisation de microscopie à haute résolution en time lapse. 
Dans leurs études, les auteurs démontrent que l'actine est impliquée dans plusieurs étapes du 
processus de dégranulation (figure 23) : 
 1) Suite à la reconnaissance de la cible, l'actine s'accumule à l'IS avant d'être éliminée de son 
centre pour former un anneau en périphérie, le tout en une minute après l'initiation du contact. Cette 
déplétion d'actine au cSMAC permet alors la polarisation et l'accès des granules lytiques au niveau 
de cette zone, où ils sont ensuite libérés par exocytose (Ritter et al., 2015, 2017). 
 2) Moins de deux minutes après la sécrétion des granules lytiques, l'actine s'accumule à 
nouveau au centre de l'IS cytotoxique, formant ainsi une barrière empêchant l'exocytose d'autres 
granules (Ritter et al., 2017). 
 Ces résultats, confirmés par une troisième étude publiée en 2018 (Carisey et al., 2018), 
démontrent ainsi que l'actine joue un rôle important dans l'exocytose des granules cytotoxiques en 
régulant à la fois l'initiation et la terminaison de ce processus. 
 Par ailleurs, les réarrangements d'actine induits par WASp ont été démontrés comme 
nécessaires à la réorganisation et à l'activation complète des intégrines à l'IS cytotoxique (Houmadi 
et al., 2018). En outre, la mise en évidence qu'en cas de blocage ou d'activation réduite de LFA-1 à 
l'IS, les LTc éprouvaient des difficultés à interagir de façon prolongée avec leur cible et à les tuer, 
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montre que la localisation de cette intégrine au pSMAC et son activation en réponse aux 
réarrangements d'actine sont nécessaires pour une cytotoxicité efficace (Petit et al., 2016; Houmadi 
et al., 2018). Ainsi, de même que l'actine pourrait jouer un rôle mécanique à l'IS et renforcer le 
processus cytotoxique (Le Floc’h et al., 2013; Basu and Huse, 2017), les molécules LFA-1 activées 
et regroupées au pSMAC pourraient générer des forces de tension à la membrane et ainsi réguler 
positivement l'interaction LTc-cible et la lyse de cette dernière. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 23 : Régulation de la sécrétion des granules lytiques par le cytosquelette d'actine. 
 Images de time lapse de LTc OT-I interagissant avec leurs cibles (des EL4 chargées avec le peptide OVA, ligne 
pointillée), obtenues au microscope spinning disk. Les LTc ont été transfectés par du Lifeact-mApple permettant de 
visualiser l'actine et sa dynamique (en blanc sur la ligne du haut et en vert sur la ligne du bas). L'entrée de Ca2+ dans la 
cellule cible, correspondant à sa perméabilisation, est visualisée par de la fluorescence rouge. Le temps post-contact 
LTc-cible est exprimé en minutes : secondes (Barre d'échelle : 5µm). 
 Les schémas du bas représentent l'IS vue de face aux différents temps suivant le début de l'interaction, et 
montrent l'organisation de l'actine, autorisant ou non la sécrétion des granules lytiques. 
(Schéma réalisé à partir d'images et d'illustrations tirées de de la Roche et al., 2016; Ritter et al., 2017) 
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2.2) Actine, intégrines et sécrétion de cytokines 
 Le cytosquelette d'actine, grâce à son rôle dans la signalisation TCR et notamment dans la 
signalisation calcique, est nécessaire à la production de cytokines telles que l'IL-2 (Nolz et al., 
2007). Par ailleurs, étant donné son rôle dans l'exocytose des granules lytiques, est-ce que l'actine 
ne pourrait pas également être impliquée dans la sécrétion des cytokines ? L'analyse de LT CD4 
murins WASp-/- a montré que dans ces cellules, la sécrétion d'IFNγ était diminuée à cause d'un 
défaut de polarisation des vésicules vers l'IS (Morales-Tirado et al., 2004). Ces résultats confirment 
ceux obtenus dans un autre modèle, montrant que la déplétion de la Rho GTPase CDC42 
(nécessaire aux réarrangements d'actine) dans des LT CD4 inhibe l'exocytose des cytokines 
(Chemin et al., 2012). Ainsi, bien que la plupart de ces résultats aient été démontrés chez des LT 
CD4, nous pouvons ici nous permettre d'extrapoler ces résultats aux LT CD8, dont les voies de 
sécrétion sont semblables à celles des CD4, et ainsi conclure que les réarrangements du 
cytosquelette d'actine et sa déplétion du centre de l'IS sont probablement nécessaires à l'exocytose 
des cytokines par les LT CD8. 
 Par ailleurs, des expériences de blocage ou de stimulation de LFA-1 ont permis de montrer 
que cette intégrine favorisait également la sécrétion polarisée d'IFNγ à l'IS (Petit et al., 2016). 
 Ainsi, en plus de réguler l'exocytose des granules lytiques, la réorganisation et l'activation 
du cytosquelette d'actine et des intégrines (résultant probablement de leurs interactions mutuelles) 
favorisent la sécrétion polarisée des cytokines à l'IS. 
 
 Pour conclure, nous avons vu dans cette partie que les phénomènes d'activation, de 
migration et les fonctions effectrices des LT CD8 étaient des processus hautement complexes au 
niveau moléculaire, régulés par de nombreuses interactions entre l'actine, les intégrines, les 
chimiokines, le TCR et leurs voies de signalisation respectives. En outre, ces dialogues croisés 
doivent être finement régulés et coordonnés afin de générer des réponses T CD8 optimales. 
 Dans la dernière partie de l'introduction, nous allons maintenant présenter une nouvelle 
molécule, Pleckstrin, qui pourrait potentiellement jouer un rôle majeur dans la régulation de ces 
mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans la biologie des LT CD8, comme nous 
l'étudierons ensuite dans la partie résultats. 
 
 
D- Un potentiel régulateur de tous ces processus : Pleckstrin ? 
1- Identification et expression de Pleckstrin dans les cellules sanguines 
 La protéine Pleckstrin (Plek) fut identifiée à la fin des années 1980 comme une protéine 
plaquettaire humaine de 40 kDa, à l'activité phosphatase (inositol 1,4,5-triphosphate 5’-
phosphomonoesterase) (Connolly et al., 1986). Son nom, établi en 1998 suite à son clonage, est un 
anagramme de « platelet and leucocyte C kinase substrate » et de « KFARKSTRRSIR », son site de 
phosphorylation le plus probable (Tyers et al., 1988). 
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 Comme son nom l'indique, Plek est fortement exprimée dans les plaquettes et dans plusieurs 
populations de leucocytes (e. g. monocytes, lymphocytes, granulocytes…) (figure 24A), où elle 
peut représenter jusqu’à 1% des protéines totales (Tyers et al., 1988; Gailani et al., 1990). Par 
ailleurs, il a récemment été démontré par notre équipe que le gène codant cette protéine était 
fortement exprimé dans les LT CD8 mémoires, par comparaison aux cellules naïves qui ne 
l'expriment pas (Brinza et al., 2016). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 24 : La molécule Pleckstrin. 
A- Expression de pleckstrin par les cellules sanguines. 
 Profil d'expression du gène pleckstrin dans différentes populations de cellules immunitaires, obtenu par des 
expériences de micro-arrays. 
(Source : Immgen) 
B- Structure de la protéine Pleckstrin. 
 La protéine Pleckstrin, constituée de 350 acides aminés, est formée de différents domaines : 
- Deux domaines PH (pour "pleckstrin homology") aux extrémités N- et C-terminales (N-PH et C-PH), impliqués dans 
des interactions avec de nombreuses molécules telles des protéines G et petites GTPases, des protéines phosphorylées et 
des phospholipides membranaires. 
- Un domaine DEP (pour "Dishevelled, Egl-10, Pleckstrin"), pouvant probablement interagir avec les segments 
cytoplasmiques des récepteurs couplés aux protéines G. 
- Un domaine de phosphorylation (P), dont les résidus Ser113, Thr114 et Ser117 sont phosphorylés par PKC. 
(Schéma repris de Baig et al., 2009) 
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2- Caractéristiques moléculaires de la protéine Pleckstrin 
2.1) Structure protéique 
 Plek est une protéine de 350 acides aminés, encodée par un cadre ouvert de lecture de 1050 
nucléotides. Cette protéine comporte plusieurs régions hydrophiles et est de nature fortement 
polaire, ce qui favorise sa localisation cytoplasmique en conditions homéostatiques (Tyers et al., 
1989; Brumell et al., 1997). 
 La protéine Plek est subdivisée en plusieurs domaines, représentés figure 24B : 
 - Deux domaines "homologues à pleckstrin" (domaines PH pour "pleckstrin homology") aux 
extrémités N-terminale et C-terminale (Tyers et al., 1988). Ces domaines, de 100 à 120 acides 
aminés sont formés d’une structure en sandwich , composée de sept brins antiparallèles, reliée à 
une hélice  (Lemmon and Ferguson, 2000). Ces domaines PH permettent l'interaction avec de 
nombreuses molécules : protéines G et petites GTPases, protéines phosphorylées en 
Sérine/Thréonine, et phosphatidyl inositol phosphates (PIP) (Musacchio et al., 1993; Harlan et al., 
1994). En particulier, la liaison aux PIP membranaires joue un rôle important dans l’activité des 
protéines aux domaines PH en favorisant leur translocation membranaire à proximité de leurs 
substrats potentiels (Lemmon, 2007). 
 - Un domaine DEP (pour "Dishevelled, EGL-10, Pleckstrin", qui sont les trois premières 
protéines décrites comme exprimant cette séquence) (Ponting, 1996). Ce domaine pourrait interagir 
avec les queues cytoplasmiques des récepteurs couplés aux protéines G. 
 - Un domaine de phosphorylation, comprenant des résidus Sérine et Thréonine (Tyers et al., 
1988). 
 
2.2) Modifications post-traductionnelles 
En cas de stimulation cellulaire, l'enzyme PKC activée phosphoryle Plek sur ses résidus 
Ser113, Thr114 et Ser117, ce qui induit son activation (Haslam et al., 1979; Connolly et al., 1986). 
En particulier, la phosphorylation de Plek par PKC étant l’un des premiers événements intervenant 
suite à l’activation des plaquettes, cette modification post-traductionnelle a pendant longtemps été 
utilisée comme marqueur d’activation plaquettaire. La phosphorylation de Plek par PKC n’est 
cependant pas spécifique des plaquettes mais est généralisable à de nombreux types cellulaires tels 
que les neutrophiles, chez qui Plek serait phosphorylée par les isoformes non conventionnels de 
PKC (i. e. PKC ou PKC) (Brumell et al., 1997). 
 Mais quelle est l'activité de Plek une fois que cette protéine est activée ? 
 
3- Fonctions de la protéine Pleckstrin 
 Contrairement à la première publication identifiant Plek comme une phosphatase, plusieurs 
études ultérieures ont plutôt suggéré que les domaines DEP et PH de Plek n'auraient pas d'activité 
enzymatique (Brumell et al., 1997; Roll et al., 2000; Lian et al., 2009). Suite à ces observations, il a 
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alors été supposé que Plek pourrait être une protéine adaptatrice, dont les interactions avec ses 
cibles réguleraient diverses fonctions cellulaires (Jackson et al., 2011). 
 
3.1) Modulation des voies de signalisation intracellulaires 
 Suite à sa phosphorylation, la protéine Plek change de conformation et est relocalisée du 
cytoplasme vers la membrane plasmique grâce à l’interaction entre son domaine PH et le PIP2 
membranaire (Harlan et al., 1994; Brumell et al., 1997; Ma et al., 1997). Cette relocalisation de Plek 
favorise son interaction avec d’autres molécules : par exemple, suite à l’activation des cellules NK 
par des chimiokines, Plek est recruté à la membrane plasmique et forme un complexe ternaire avec 
PI3K et la sous unité  des protéines G (Al-aoukaty et al., 1999). 
 L’interaction de Plek avec ses cibles lui permet de moduler leur activité, ce qui modifie la 
signalisation intracellulaire. Premièrement, suite à sa phosphorylation par PKC, Plek est capable de 
déphosphoryler des seconds messagers intracellulaires, les rendant ainsi inactifs. Dans les 
plaquettes, Plek agit notamment sur IP3, dont la déphosphorylation inhibe le signal calcique et 
stoppe les signaux d’activation plaquettaire (Connolly et al., 1986). Par ailleurs, il a été démontré 
que Plek bloquait l’activation de PLC et PLC et par conséquent l’hydrolyse des 
phosphoinositides, et inhibait également l’activité de PI3K (Abrams et al., 1995, 1996). Ainsi, la 
protéine Plek phosphorylée pourrait jouer le rôle de terminateur de signalisation et d’activation 
cellulaire. 
 
3.2) Régulation de l'exocytose 
L’observation d’un défaut de sécrétion des granules denses par les plaquettes Plek-/- (Lian et 
al., 2009), ainsi que d’une altération de la sécrétion de TNF et d’IL1 par des macrophages activés 
et traités avec un siRNA anti-Plek (Ding et al., 2007), montrent que Plek pourrait jouer un rôle 
important dans certaines fonctions effectrices cellulaires, et pourrait par exemple réguler le 
processus d’exocytose. 
 
3.3) Plek et le cytosquelette d'actine 
 Des expériences de transfection de cellules de lignées (e. g. cellules Cos) avec le gène plek 
ont permis de montrer que la surexpression de cette protéine induisait une réorganisation du 
cytosquelette d’actine dans ces cellules : les fibres de stress cytoplasmiques se désorganisent, tandis 
que l'actine se relocalise au niveau de la membrane plasmique (Ma and Abrams, 1999b). En lien 
avec cette réorganisation de l’actine, des modifications de la morphologie cellulaire furent 
observées, telles que la formation de projections membranaires et de microvillosités, ainsi qu'un 
étalement de la cellule (Ma et al., 1997; Ma and Abrams, 1999b). 
 Au niveau moléculaire, des expériences complémentaires ont permis de mettre en évidence 
que ces modifications cellulaires seraient dépendantes de la phosphorylation du domaine PH N-
terminal de Plek et de sa translocation membranaire (Ma and Abrams, 1999b). Toutefois, Plek 
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activée n'interagirait pas directement avec l'actine pour induire ces changements morphologiques 
(Craig and Harley, 1996) : ceux-ci nécessiteraient l'intervention de la protéine RAC (Ma and 
Abrams, 1999b) et pourraient également impliquer des interactions entre Plek et des intégrines (Roll 
et al., 2000; Lian et al., 2009). 
 Enfin, le rôle de Plek dans la réorganisation du cytosquelette d’actine a été confirmé plus 
récemment grâce à l'étude de souris KO pour ce gène. En effet, l'absence de Plek dans les plaquettes 
de ces souris cause une altération de l’assemblage de l’actine en filaments F suite à l'activation de 
ces cellules (Lian et al., 2009). 
 
 Ainsi plek est un gène fortement exprimé dans de nombreuses populations de cellules 
sanguines comme les plaquettes, les monocytes, les DC et les NK. Dans ces cellules, la protéine 
Plek pourrait être impliquée au niveau du cytosquelette d'actine, et ainsi réguler certaines 
fonctionnalités de ces types cellulaires (e. g. modulation de la signalisation intracellulaire en aval de 
leurs récepteurs, notamment des récepteurs couplés aux protéines G ; sécrétion de cytokines ; 
activation des intégrines). 
 De plus, plek est également fortement exprimé dans les LT CD8 mémoires. Etant donné 
l'importance de l'actine dans le fonctionnement de ces cellules (e. g. activation, migration, 
exocytose des cytokines et des granules lytiques), nous pouvons ainsi supposer que plek pourrait 
réguler certains aspects de la biologie des LT CD8 mémoires. C'est ce que nous allons désormais 
étudier dans la partie résultats. 
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 Le laboratoire de Jacqueline Marvel s'intéresse depuis de longues années aux LT CD8 
mémoires, et cherche à mieux comprendre le fonctionnement de ces cellules. En particulier, certains 
travaux de l'équipe visent à caractériser les paramètres qui définissent la qualité de leurs réponses, 
c'est-à-dire leur capacité à protéger efficacement l'organisme face à des infections létales. Pour 
étudier cette question, plusieurs systèmes expérimentaux sont en place dans le laboratoire et 
permettent de suivre des réponses T CD8 spécifiques d'un antigène donné dans le cas d'infections 
pulmonaires, en phase effectrice puis mémoire. Ces modèles expérimentaux sont basés sur 
l'utilisation des LT CD8 transgéniques pour le TCR F5, spécifiques du peptide NP68 porté par les 
virus recombinants Influenza (Flu-NP68) et Vaccine (VV-NP68). 
 L'utilisation de ce système expérimental a permis à notre équipe de mettre en évidence un 
gène, pleckstrin (plek), dont l'expression différentielle dans les LT CD8 mémoires générés après 
infection virale (i. e. surexpression par rapport aux LT CD8 naïfs) corrèle avec la capacité de ces 
cellules à être rapidement recrutées dans le poumon et à protéger l'organisme contre des infections 
létales (Brinza et al., 2016). De façon intéressante, peu de choses sont connues sur plek, mis à part 
son rôle au niveau du cytosquelette d'actine (Ma and Abrams, 1999b; Lian et al., 2009). 
 Etant donné l'importance du cytosquelette d'actine dans la biologie des LT CD8 (i. e. 
activation, migration, fonctions effectrices... Le Floc’h and Huse, 2015; Weninger et al., 2014), 
l'objectif de ce projet de recherche est de comprendre le rôle de Plek dans les fonctions des LT CD8 
mémoires, et dans la mise en place de réponses T CD8 au sein des tissus infectés. 
 Les résultats obtenus nous permettront ainsi de mieux comprendre les processus cellulaires 
et moléculaires impliqués dans l'établissement de réponses immunitaires au sein de tissus non-
lymphoïdes. 
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"Le succès n'est pas au bout du chemin. 
Il est dans ta démarche même." 
(François Garagnon) 
    ● ● ● 
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 Animaux utilisés 
 Les souris C57Bl/6J, utilisées comme contrôles WT, ont été achetées aux laboratoires 
Charles River (L'Arbresle, France). 
 Les souris transgéniques pour le TCR F5 (C57Bl/6J, CD45.2+) nous ont été fournies par le 
Dr. D. Kioussis (Mamalaki et al., 1993). La population monoclonale de LT CD8 de ces souris 
reconnaît spécifiquement le peptide NP68 du virus Influenza A (ASNENMDAM), présenté dans un 
contexte H2-Db. En plus des travaux réalisés in vitro, pour étudier notamment l'activation et les 
fonctions effectrices de ces LT CD8 F5 en réponse à leur antigène spécifique, ces animaux nous ont 
été utiles dans nos expériences in vivo. En effet, nous avons réalisé de nombreuses manipulations 
de transferts adoptifs de LT CD8 F5 dans des hôtes WT, ce qui nous a permis d'étudier aisément les 
réponses T CD8 spécifiques de l'antigène, grâce à la présence de ces cellules F5 en grand nombre 
(102 à 105 fois plus fréquentes que les cellules endogènes) et facilement identifiables (utilisation de 
marqueurs congéniques différents entre l'hôte et les cellules transférées).  De plus, ce modèle TCR 
transgénique nous a également permis de comparer directement les réponses antivirales de lignées 
de LT CD8 contrôles ou mutants transférés dans une même souris receveuse, ensuite infectée (mise 
en place d'un système compétitif). 
 Ces souris transgéniques pour le TCR F5 ont été croisées avec des animaux C57Bl/6.Ly5.1 
pour générer la lignée F5xLy5.1 (CD45.1+), utilisée comme contrôle F5-WT dans les expériences 
de transferts adoptifs in vivo. 
 Par ailleurs, les souris C57Bl/6.Ly5.1 (CD45.1+) ont été croisées avec des souris C57Bl/6 à 
l'animalerie (AniRA-PBES). Les souris de la génération F1 (CD45.1+ CD45.2+) ont ensuite été 
utilisés en tant qu'animaux receveurs dans les expériences de co-transferts adoptifs. 
 Les souris C57Bl/6 plek-/- (Plektm1Csab) ont été générées et nous ont été fournies par le Dr. C. 
Abrams (Lian et al., 2009). Ces souris ont été croisées dans notre animalerie (AniRA-PBES) avec 
les animaux transgéniques pour le TCR F5 (C57Bl/6, CD45.2+), afin de générer la lignée F5xplek-/-. 
  Tous les animaux ont été élevés dans notre animalerie (AniRA-PBES, Lyon), sous 
conditions stériles (i. e. cages fermées sous portoirs ventilés). 
 Toutes les procédures expérimentales réalisées ont été validées par le comité d'éthique local 
(CECCAPP) et par le ministère de l'enseignement supérieur et de la recherche. 
 Transferts adoptifs - Infections virales 
- Transferts de cellules : 
 De nombreux mono- et co-transferts de cellules F5-WT (CD45.1+) et F5-plek-/- (CD45.2+) 
dans des souris receveuses WT ont été réalisés dans nos expériences. 
Point critique : Pour optimiser les chances de réussite de ces expériences de co-transfert, les cellules 
F5-WT et F5-plek-/- doivent si possible provenir de plusieurs souris (i. e. pooler les cellules). Cela 
permet de limiter d'éventuels risques d'absence de réponse des cellules F5 suite à l'infection, et 
l'arrêt prématuré de l'expérience qui en découle.  
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 Après avoir récupéré les rates des souris F5-WT et F5-plek-/- à l'animalerie, des suspensions 
cellulaires ont été réalisées (selon la méthode indiquée dans l'un des paragraphes suivants) puis les 
lymphocytes ont été comptés à la cellule de Malassez. Une fois ce nombre obtenu, les cellules ont 
été marquées pour le CD8, le CD45.1 et le CD45.2 pendant 20 minutes à 4°C. 
Astuce : Pour gagner du temps, il est préférable de marquer la totalité des suspensions cellulaires 
dès le début. Cela évite de devoir refaire plusieurs étapes de marquage lors des essais pour obtenir 
un ratio cellulaire F5-WT : F5-plek-/- de 50 : 50.  
 Le pourcentage de LT CD8 dans chaque suspension cellulaire a ensuite été déterminé par 
cytométrie en flux, nous permettant d'obtenir le nombre total de LT CD8 dans chaque suspension 
préalablement énumérée. Celles-ci ont ensuite été re-suspendues : 
- Pour les mono-transferts : à la concentration de 1.106 CD8/mL (= 2.105 CD8/200uL = 2.105 
CD8/souris receveuse) dans du PBS 1X stérile. 
- Pour les co-transferts : à la concentration 2X de 1.106 CD8/mL dans du PBS 1X stérile (pour 
avoir au final, pour chaque phénotype F5-WT ou F5-plek-/-, une concentration 1X de 5.105 CD8/mL 
= 1.105 CD8/200uL = 1.105 CD8/souris receveuse). 
 Dans le cas des co-transferts, deux aliquots de même volume de chaque suspension 
cellulaire ont ensuite été mélangés, puis le ratio F5-WT : F5-plek-/- a été évalué par cytométrie en 
flux. Lorsque celui-ci n'était pas de 50 : 50, de nouveaux tests ont été réalisés en adaptant le volume 
des aliquots prélevés, jusqu'à obtenir un ratio 50 : 50. La suspension cellulaire finale a alors été 
préparée, en mélangeant les volumes adaptés de chaque suspension cellulaire F5-WT et F5-plek-/-. 
Conseil : L'obtention d'un parfait ratio 50 : 50 peut prendre du temps et nécessiter de nombreux 
allers-retours entre les 1er (plateau de cytométrie) et 4eme étages (pièce culture). Il est nécessaire de 
garder son calme et sa concentration pour ne pas se tromper, par exemple en inversant les différents 
volumes à prélever, sous peine de faire encore plus de trajets...  
 Ainsi préparées, les cellules F5-WT (CD45.1+) et F5-plek-/- (CD45.2+) ont été transférées 
dans les souris receveuses à l'animalerie : 
- Dans le cas des mono-transferts, respectivement dans des souris receveuses C57Bl/6 (CD45.2+) ou 
C57Bl/6.Ly5.1 (CD45.1+). 
- Dans le cas des co-transferts, dans des souris hôtes C57Bl/6.Ly5.1xC57Bl/6 (CD45.1+ CD45.2+). 
- Infections virales : 
 Avant l'infection, les souris ont tout d'abord été anesthésiées avec un mélange de kétamine et 
de xylazine, dans du PBS 1X, par injection intra-péritonéale. 
Conseil : Mettre les souris anesthésiées en cours d'endormissement dans une cage de transfert 
fermée. Cela permet d'éviter la fuite de quelques souris sauteuses qui tenteraient de s'échapper.  
 Dans le cas des infections par injection intra-nasale de virus VV-NP68, les solutions de virus 
ont été préparées extemporanément. La concentration finale de virus VV-NP68 voulue étant de 
2.105 PFU/souris = 2.105 PFU/20µL = 1.107 PFU/mL, le stock de virus (108 PFU/mL) a été dilué au 
1/10eme. 
Conseil : Bien calculer les volumes de virus nécessaires avant d'aller à l'animalerie, pour prendre 
avec soi le bon nombre d'aliquots de virus stock et ne pas devoir faire un aller-retour au labo si l'on 
n'en a pas pris assez. 
Matériel & Méthodes 
149 
 
 10µL de virus ont ensuite été injectés dans chaque narine des souris anesthésiées (= 20µL 
final par souris). 
Conseil : Injecter le virus dans une première narine pour chaque souris, attendre un peu puis injecter 
le virus dans la seconde narine. Cette technique réduit les risques de perte d'animaux, qui peuvent 
toutefois se produire. Pour limiter les pertes, il peut également être utile de maîtriser le massage 
cardiaque. 
 Dans le cas des infections par scarification avec le virus VV-NP68, la partie basse du dos 
des souris (i. e. zone en haut de la queue) a été rasée, puis 5µL de virus (2.105 PFU) ont été déposés 
à cet endroit. Cette zone a été ensuite scarifiée en réalisant 25 allers avec une aiguille 26 1/2 G, en 
étendant progressivement la zone scarifiée. 
Point critique : Lors de la scarification, il est important de bien rester en surface et de ne pas aller 
jusqu'un sang, pour que seul l'épiderme soit infecté. 
 Prélèvements de sang 
 Les échantillons de sang ont été obtenus par prélèvement sous-orbitaire, sur des souris 
anesthésiées à l'isoflurane. Environ 100µL de sang ont été récupérés lors des prélèvements, et 
placés dans 20µL d'EDTA 0,5M (permettant d'éviter la coagulation). Les échantillons ont ensuite 
été transférés dans 1mL de PBS 1X contenant 0,004M d'EDTA. 
 Dans le cas d'expériences nécessitant des prélèvements répétés et rapprochés dans le temps, 
les souris étaient réparties en plusieurs groupes, chaque groupe n'étant pas prélevé plus d'une fois 
par semaine. 
  Les nombres absolus de cellules dans chaque échantillon ont ensuite été déterminés à l'aide 
de billes (Flow-count fluorospheres, Beckman Coulter) lors du passage au FACS. 
 Suspensions cellulaires d'organes 
 Les suspensions cellulaires ont été réalisées dans du milieu DMEM complet, contenant 6% 
de sérum de veau fœtal (SVF), 10M d'hepes, 50g/mL de gentamicine, 50M de -mercapto-
ethanol et 1mM de sodium pyruvate (à l'exception de la moelle osseuse dans le cas des cultures 
primaires de progéniteurs, réalisées dans du milieu RPMI complet dont la composition est détaillée 
dans la partie "Cultures cellulaires" qui suit). 
 Les suspensions cellulaires réalisées ont été centrifugées pendant 5 minutes à 1500rpm pour 
les expériences de cytométrie en flux, ou pendant 6 minutes à 1200rpm dans le cas de mises en 
culture ultérieures. 
- Rate et ganglions lymphatiques : 
 Les rates et ganglions lymphatiques ont été prélevés à l'animalerie, puis les suspensions 
cellulaires ont été effectuées au laboratoire. 
Point critique : Ne pas prendre trop de gras autour des ganglions lors de leur prélèvement (les 
nettoyer en les roulant délicatement sur du papier essuie-tout), au risque d'entraîner la mort de 
presque tous les lymphocytes dans la suite de la manipulation. 
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 Les suspensions cellulaires ont été réalisées en écrasant ces organes à l'aide du piston d'une 
seringue, à travers un tamis de 100m (BD Falcon) placé sur une boîte de pétri contenant du milieu 
DMEM complet. Les suspensions cellulaires obtenues ont ensuite été transférées dans des tubes 
Falcon 50mL, puis les boîtes de pétri ont été rincées une à deux fois avec du milieu pour récupérer 
un maximum de cellules. 
- Poumon : 
 Le poumon étant un organe très vascularisé, cet organe a été "flushé" avec 10mL de PBS 
pour éliminer une partie des cellules de la circulation sanguine, avant d'être récupéré. Par ailleurs, 
dans le cas d'expériences visant à analyser les LT résidents du poumon, les souris ont été injectées 
par voie intraveineuse avec l'anticorps anti-CD45-BV421 (clone 30-F11, Biolegend, dilué au 
1/300eme dans du PBS 1X stérile), 3 minutes avant leur sacrifice (Anderson et al., 2014). Cette 
technique nous a permis de distinguer les leucocytes circulants (CD45+) des cellules tissulaires 
(CD45-) par cytométrie en flux. 
 Les suspensions cellulaires de poumon ont ensuite été réalisées au laboratoire, par 
dissociation enzymatique à l'aide d'un kit spécifique (lung dissociation kit, Miltenyi Biotec). Après 
rinçage dans du PBS 1X, les poumons ont été placés dans la solution de dissociation contenant le 
mix d'enzymes. 
Point critique : Le tampon de dissociation stock est au 20X, il faut bien penser à le diluer. 
Après une première dissociation mécanique au GentleMACS (Miltenyi Biotec), les cellules ont été 
incubées 30 minutes à 37°C (sous agitation régulière) puis dissociées mécaniquement une seconde 
fois. Les cellules pulmonaires ont ensuite été rincées puis filtrées deux fois dans du PBS 1X 
(utilisation de filtres de 100µm puis de 22µm), avant d'être re-suspendues dans du milieu DMEM 
complet. 
- Moelle osseuse : 
 Les suspensions cellulaires de moelle osseuse ont été réalisées à partir des tibias et des 
fémurs. 
Point critique : Attention à ne pas casser les os lors du prélèvement, sous peine de ne plus être 
stérile et de risquer de contaminer les cultures cellulaires réalisées. 
 Une fois récupérés, les os ont été nettoyés avec des outils à dissection et du papier essuie-
tout afin d'enlever les muscles et tendons. Les os ont ensuite été passés dans plusieurs bains de 
milieu, avant que la moelle osseuse ne soit récupérée par "flush". Cette technique consiste à couper 
les deux extrémités de l'os avec des ciseaux fins, puis à "flusher" (i. e. éjecter) la moelle à l'aide 
d'une seringue contenant du milieu, dont l'aiguille a été introduite dans la cavité osseuse. 
Conseil : Il peut être utile de flusher la moelle osseuse au travers d'un filtre de 100µm, afin d'éviter 
que des petits bouts d'os ne tombent dans la suspension cellulaire. 
 Ainsi récupérée dans un tube Falcon 50, la moelle osseuse a été re-suspendue dans du milieu 
DMEM ou RPMI complet et filtrée à travers un filtre de 100µm. 
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- Peau : 
 Les suspensions cellulaires de peau ont été réalisées à partir de la peau du bas du dos (i. e. la 
zone préalablement scarifiée le cas échéant), comprenant le derme et l'épiderme. 
 La peau a tout d'abord été placée dans une boîte de pétri contenant du PBS 1X (la face avec 
les poils vers le fond de la boîte). Le gras a alors été enlevé à l'aide d'une pince, puis la peau a été 
découpée en tout petits morceaux. Ceux-ci ont ensuite été placés dans 1mL de milieu de digestion 
comprenant 0,625mM d'hepes, 2KU de DNase1 (Sigma) et 122CDU de collagénase A (Sigma) dans 
du milieu RPMI non complémenté, puis incubés pendant 45 minutes à 37°C, en agitant toutes les 15 
minutes. A la fin de l'incubation, les échantillons ont été déposés dans un tamis de 100m placé 
dans une boîte de pétri contenant du PBS 1X, puis écrasés à l'aide du piston d'une seringue à travers 
le tamis. La suspension cellulaire a alors été centrifugée, puis re-suspendue dans du PBS 1X. 
- Numération : 
 Les nombres absolus de lymphocytes dans les suspensions cellulaires ont été déterminés soit 
à la cellule de Malassez, soit à l'aide de l'Accuri C6 et du logiciel Cflow (BD Biosciences) lorsqu'un 
nombre important de suspensions cellulaires étaient réalisées dans la même expérience. 
 Cultures cellulaires - Activation et re-stimulation des LT CD8 
 Dans ces expériences, les cellules ont été centrifugées pendant 6 minutes à 1200rpm. 
- Cultures primaires de progéniteurs de moelle osseuse : 
 Ces cultures ont été réalisées dans du milieu RPMI complet : RPMI + Glutamax, contenant 
10% de SVF, 1M d'hepes, 50g/mL de gentamicine, 50M de -mercapto-ethanol et 1mM de 
sodium pyruvate. 
 Une fois récupérées et comptées à la cellule de Malassez, les cellules de moelle osseuse ont 
été re-suspendues à la concentration de 2.106 cellules/mL dans du RPMI complet, contenant du 
FLt3L à 100ng/mL final. Les cellules ont ensuite été ensemencées en plaque 6 puits (4mL de 
suspension cellulaire par puits) et placées à 37°C, 5% CO2 pendant 6 à 8 jours. 
- Activation des LT CD8 naïfs : 
 Ces cultures ont été réalisées dans du milieu DMEM complet (composition indiquée dans la 
partie "suspensions cellulaires d'organes"), à partir de suspensions cellulaires de rate obtenues et 
énumérées comme indiqué précédemment. 
 Dans le cas d'une activation polyclonale de LT CD8 naïfs, les cellules ont été re-suspendues 
à la concentration 2X de 2.106 cellules/mL dans du milieu DMEM complet. Ensuite, 100µL de 
cette suspension cellulaire 2X, plus 100µL de solution de stimulation 2X contenant 4µg/mL 
d'anticorps anti-CD28 et 20% d'IL-2, ont été disposés par puits d'une plaque 96 puits à fond rond, 
coatée la veille au soir avec 5µg/mL d'anticorps anti-CD3 et laissée sur la nuit à 4°C. Les cellules 
ont ensuite été cultivées à 37°C, 7% CO2 pendant 4 à 5 jours. 
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Astuce : En cas d'oubli la veille, il est également possible de coater la plaque avec l'anticorps anti-
CD3 en la plaçant à 37°C pendant 2h.  
 Dans le cas d'une activation de LT CD8 F5 naïfs, le pourcentage de LT CD8 dans 
l'échantillon a été déterminé par cytométrie en flux, afin d'obtenir le nombre absolu total de cette 
population dans la suspension cellulaire préalablement énumérée. Les cellules ont ensuite été re-
suspendues à la concentration de 0,5.106 CD8/mL, dans du milieu DMEM complet contenant 10% 
d'IL-2 et 10nM de peptide NP68. Les cellules, placées en flasques de 25 ou 75cm2, ont ensuite été 
cultivées pendant 4 à 5 jours à 37°C, 7% CO2. 
Point critique : La flasque doit être placée en position debout dans l'incubateur pour que les LT CD8 
naïfs soient correctement activés. 
 Dans certaines expériences, les LT CD8 activés (dits "blasts") ont été récupérés, re-
suspendus à la concentration de 1.106 cellules/mL, puis cultivés en flasque dans du milieu DMEM 
complet contenant 10% d'IL-2 pendant deux à trois jours (à 37°C, 7% CO2), avant d'être restimulés. 
Point critique : La flasque doit cette fois-ci être placée en position allongée dans l'incubateur. 
- Re-stimulation des LT CD8 : 
 Les re-stimulations ont été réalisées dans du milieu DMEM complet (composition indiquée 
dans la partie "suspensions cellulaires d'organes"), dans des plaques 96 puits à fond rond. 
 Les cellules, triées ou issues de cultures cellulaires in vitro, ont été re-suspendues à la 
concentration de 2.106 cellules/mL (dans le cas d'une re-stimulation de LT CD8 seuls) ou de 3.107 
cellules/mL (dans le cas de re-stimulations de splénocytes totaux), de façon à avoir respectivement 
2.105 ou 3.106 cellules par puits en y mettant 100µL. 
 Selon les expériences, différentes conditions de re-stimulation ont été réalisées. Nous avons 
ainsi préparé des solutions contenant au final (i. e. après ajout des cellules) : 
- du NP68 à 10nM (sauf pour certaines expériences où nous avons réalisé des gammes de 
concentrations allant de 0,01 à 100nM). 
- du NP3R à 10nM. 
- de l'anticorps anti-CD28 à 2µg/mL (les plaques utilisées étant en parallèle coatées avec 5µg/mL 
d'anticorps anti-CD3). 
- 10% d'IL-2 (PeproTech). 
- 50ng/mL d'IL-12 (R&D Systems) et 10ng/mL d'IL-18 (MBL) final. 
Conseil : Le plus simple est de préparer des solutions de re-stimulation 2X, dont 100µL seront mis 
par puits avec 100µL de suspension cellulaire. 
 Dans le cas de d'expériences visant à mesurer la production de cytokines, de la brefeldine A 
(GolgiPlug, BD Biosciences) a été ajoutée à la solution de re-stimulation (dilution au 1/500eme final) 
de façon à bloquer la sécrétion des cytokines et à pouvoir ensuite analyser leur production par 
cytométrie en flux. 
 Dans le cas d'expériences visant à étudier la dégranulation des LT CD8, la solution de re-
stimulation contenait également de l'anticorps anti-CD107a (clone 1D4B, BD Biosciences) et de la 
monensine (GolgiStop, BD Biosciences, 1/1500 final). 
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 Une fois mélangés avec la solution de re-stimulation, les LT CD8 ont alors été placés à 
l'incubateur à 37°C, 7% CO2, pendant 4 ou 5h. 
 Tests de cytotoxicité 
 Dans nos expériences de tests de cytotoxicité des LT CD8 effecteurs ou mémoires, nous 
avons utilisé une lignée de cellule tumorale, les EL4, en tant que cellules cibles. Ces cellules ont été 
cultivées dans du milieu DMEM complet, dans des flasques de 75cm2 placées à 37°C 7% CO2, et 
passées les lundis (au 1/10eme), les mercredis (au 1/10eme) et les vendredis (diluées à 1.104 
cellules/mL). 
Point critique : Les EL4 perdent leur potentiel de cellule cible (i. e. capacité diminuée à présenter le 
peptide NP68, mortalité de base accrue...) au bout de plusieurs semaines de culture. Il est donc 
préférable de ne pas les garder plus d'un mois en culture afin que le test de cytotoxicité fonctionne 
convenablement. 
 La veille du test de cytotoxicité, les EL4 ont été re-suspendues à la concentration de 1.105 
cellules/mL dans une flasque de 75cm2, de façon à ce qu'elles soient en phase exponentielle de 
croissance lors de la réalisation de l'expérience. 
 Le jour de l'expérience, les EL4 ont été récupérées, puis re-suspendues dans deux tubes 
Falcon 15mL contenant chacun 1mL de milieu DMEM complet. Du NP68 (à 100nM final) a été 
ajouté dans l'un des deux tubes (tube "chargé"), tandis que l'autre tube (tube "contrôle") est resté 
intact. Les deux suspensions cellulaires ont ensuite été incubées pendant 1h30 à 37°C, 7% CO2. 
Une fois ce temps d'incubation terminé, les cellules cibles ont été marquées avec du CTV (Celltrace 
Violet Cell Proliferation kit, Thermofisher). Pour cela, 0,5uL de CTV ont été ajoutés aux 1mL des 
suspensions cellulaires précédentes, qui ont alors été incubées 20min à 37°C, à l'obscurité, puis 
lavées par ajout de 10mL de milieu (laissé pendant 5 minutes à 37°C, toujours à l'obscurité). Les 
EL4, ainsi chargées ou non et marquées au CTV, ont ensuite été re-suspendues à la concentration de 
2.105 cellules/mL dans du milieu DMEM complet. 
 En parallèle, les LT CD8 (effecteurs ou mémoires, respectivement issus de cultures in vitro 
ou triés) ont été re-suspendus à la concentration de 6.106 CD8/mL dans du milieu DMEM complet. 
Des dilutions en cascade (de 3 en 3) ont ensuite été réalisées, à partir de la concentration mère de 
6.106 CD8/mL (pour le ratio 30 CD8 : 1 cible) jusqu'à la concentration de 6.103 CD8/mL (pour le 
ratio 0,03 CD8 : 1 cible). 
Astuce : Il peut être intéressant de préparer les différentes suspensions de LT CD8 pendant que les 
EL4 incubent avec le peptide ou avec le CTV, cela permet de gagner du temps. 
 Une fois que les suspensions cellulaires de LT CD8 et d'EL4 étaient fin prêtes, 100µL d'EL4 
puis 100µL de LT CD8 ont été déposés par puits, puis les cellules ont été placées pendant 4h à 
37°C, 7% CO2. 
Points critiques : - Ne pas oublier les contrôles LT CD8 seuls, EL4 chargées seules et LT CD8 + 
EL4 contrôles non chargées. 
- Faire un duplicat, voire un triplicat, par condition. 
 Les cellules ont ensuite été marquées avec un marqueur de viabilité (Fixable Viability Dye, 
eBioscience) selon le protocole indiqué dans la partie "cytométrie en flux" puis fixées à la PFA 2%. 
Les échantillons ont enfin été acquis au cytomètre en flux (MACSQuant, Miltenyi Biotec). 
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 Tests d'adhérence 
 Ces expériences ont été réalisées sur des splénocytes totaux issus de souris co-transférées 
avec des LT CD8 F5-WT et F5-plek-/-, et récupérés en phase mémoire après infection avec VV-
NP68. 
Conseils et points critiques : - L'expérience ne fonctionne pas bien avec des blasts générés in vitro 
(réponses très hétérogènes, et niveau de réponse de base très élevé empêchant de voir une réelle 
activation de LFA-1 suite à la stimulation). Il est donc préférable de travailler avec des LT CD8 F5 
mémoires générés in vivo. 
- Privilégier les splénocytes mémoires issus d'expériences de co-transfert, pour avoir les LT CD8 
F5-WT et F5-plek-/- stimulés dans un même puits. Les résultats seront plus robustes 
scientifiquement, et en pratique cela réduit de moitié le nombre d'échantillons à passer ensuite au 
FACS. 
 Les suspensions cellulaires de splénocytes ont été réalisées et énumérées comme expliqué 
précédemment. 
 Les LT CD8 ont ensuite été purifiés par déplétion, à l'aide d'un kit spécifique (CD8a+ T Cell 
Isolation Kit, Miltenyi Biotec). Pour cela, les splénocytes ont été re-suspendus dans du tampon 
MACS (PBS 1X contenant 2mM d'EDTA et 0,5% de BSA) à la concentration de 250.106 
cellules/mL, avant d'ajouter du cocktail d'anticorps (1µL pour 1.106 cellules). Après une incubation 
de 5 minutes à 4°C, du tampon MACS a été ajouté (3µL pour 1.106 cellules) ainsi que des billes 
anti-biotine (2µL pour 1.106 cellules), puis les cellules ont été incubées pendant 10 minutes à 4°C. 
Après un lavage au tampon MACS, les cellules ont été re-suspendues dans ce même tampon 
(500µL pour 100.106 cellules), filtrées sur filtre de 0,22µm et transférées dans des tubes Falcon 
15mL (en mettant au maximum 1,5mL de suspension cellulaire par tube). Suite à ces étapes de 
préparation, les LT CD8 ont été purifiés par déplétion à l'aide de l'autoMACS Pro Separator 
(Miltenyi Biotec). 
Point critique : Le tube de déplétion contenant au final les LT CD8 est le tube de récolte placé au 
milieu. 
 Une fois purifiés, les LT CD8 ont été comptés à la cellule de Malassez puis re-suspendus à 
20.106 cellules/mL dans du PBS 1X + 0,5% BSA (pour avoir au final 1.106 cellules par puits en y 
mettant 50µL de suspension). Les cellules ont ensuite été laissées au repos à l'incubateur 37°C 7% 
CO2, pendant 2 à 3h. 
 Pendant ce temps, les complexes ICAM-1-Fc-F(ab')2 ont été générés. Pour cela, les anticorps 
(APC-labelled goat anti-human Fcγ specific IgG F(ab')2 fragments, Jackson ImmunoResearch, 
dilués au 1/6,25eme) ont été mélangés avec les molécules ICAM-1-Fc (R&D Systems, 200g/mL 
final) dans du PBS contenant du calcium et du magnésium, et incubés à 4°C pendant au moins 30 
minutes. 
 En parallèle, les solutions de re-stimulation 2X ont été préparées dans du PBS 1X + 0,5% 
BSA. L'une de ces solutions, dite "d'activation", contenait de la PMA (10ng/mL final = 1X), tandis 
que l'autre, la solution "contrôle", était constituée de PBS-BSA seul. 
 Enfin, une fois tous les temps d'incubation terminés, 50µL de cellules ont été déposés par 
puits d'une plaque PCR 96 puits, suivis d'1,25µL de complexes ICAM-1-Fc-APC. La plaque a 
Matériel & Méthodes 
155 
 
ensuite été placée dans un thermocycleur préchauffé à 37°C, puis 50µL de solution de re-
stimulation ont été déposés dans chaque puits. Une fois les temps de stimulation atteints (1min, 
3min, 5min et 10min), 20µL de chaque échantillon ont été transférés dans une nouvelle plaque 96 
puits contenant de la PFA 4%, afin d'arrêter la réaction et de fixer les cellules. 
Conseils et points critiques : - Bien penser à mettre à préchauffer le thermocycleur et à préparer la 
plaque de PFA avant de lancer la stimulation. 
- Ajouter les solutions de stimulation puits par puits, en attendant 10 secondes entre chaque puits. 
De même, transférer ensuite les cellules dans la plaque PFA toutes les 10 secondes, afin d'être sûrs 
que les temps de stimulation soient précisément respectés et identiques entre tous les 
échantillons comparés. 
- Faire des duplicats, voire triplicats, par condition. 
 Les cellules ont ensuite été marquées (comme indiqué dans la partie "cytométrie en flux", à 
l'exception que le mix d'anticorps a ici été fait dans du PBS 1X 0,5% BSA), puis l'activation de 
l'intégrine LFA-1 (mesurée par la liaison à son ligand fluorescent ICAM-1) a été analysée par 
cytométrie en flux. 
Astuce : Etant donné le nombre important d'échantillons à passer au FACS (et le peu de cellules par 
échantillon), pour gagner du temps, il est possible de faire la dernière re-suspension dans un volume 
de 50µL et de passer au FACS en micro-tubes. 
 Phospho-flow 
 Ces expériences ont été réalisés sur des splénocytes totaux de souris co-transférées avec des 
LT CD8 F5-WT et F5-plek-/-, récupérés en phase mémoire après infection avec VV-NP68. 
 Une fois la suspension cellulaire de splénocytes réalisée, les lymphocytes ont été isolés sur 
gradient Pancoll (Pancoll mouse, Pan Biotech). Pour ce faire, un volume X/2 de Pancoll a été ajouté 
au volume X de suspension cellulaire. 
Conseil : Ajouter le Pancoll avec une pipette de 5 ou 10mL, en faisant passer le liquide à travers une 
pipette Pasteur placée à l'intérieur du tube Falcon contenant la suspension cellulaire. Le Pancoll 
devrait alors normalement se déposer doucement au fond du tube et soulever la suspension 
cellulaire. Si ce n'est pas le cas et que le Pancoll reste bloqué dans la pipette Pasteur, soulever très 
légèrement cette dernière (éventuellement l'agiter très délicatement) de façon à ce que le Pancoll 
finisse par s'écouler. 
Les tubes ont ensuite été délicatement placés dans la centrifugeuse, puis centrifugés à 2500rpm 
pendant 20 minutes. 
Point critique : Si la centrifugeuse n'a pas de programme Ficoll préenregistré, bien veiller à mettre 
les accélérations et décélérations au minimum lors de la programmation. 
Une fois la centrifugation terminée, la majorité du milieu surnageant a été délicatement enlevée de 
façon à ensuite récupérer l'interface cellulaire à la P1000. Celle-ci a alors été transférée dans un tube 
Falcon 50, rincée avec un grand volume de milieu DMEM complet, puis centrifugée à 1800rpm 
pendant 5 minutes. 
 Les lymphocytes ont ensuite été énumérés à la cellule de Malassez, puis re-suspendus à la 
concentration de 8.106 cellules/mL. Les cellules ont alors été déposées en plaque 6 puits (500µL = 
4.106 cellules par puits), puis laissées reposer 30 minutes à 37°C 5% CO2. 
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Conseils : - Prévoir un puits par timing de stimulation (1min, 2min et 5min), et ce pour chaque type 
de stimulation (contrôle, NP3R, NP68) → 9 puits par souris. 
- Pour chaque temps de stimulation, utiliser une plaque 6 puits différente. 
 Pendant ce temps, les solutions de re-stimulation 2X ont été préparées dans du milieu 
DMEM complet. Celles-ci étaient constituées soit de milieu seul (contrôle), soit de NP68 à 10nM 
final, soit de NP3R à 10nM final. Ces solutions ont ensuite été préchauffées à 37°C. 
Conseil : Pendant ce temps d'incubation, penser également à mettre la centrifugeuse à 4°C et à 
mettre la solution Perm3 du kit au congélateur à -20°C pour la refroidir. 
 Une fois les cellules reposées, 500µL des solutions de re-stimulation ont été ajoutés dans les 
puits (même volume que celui de suspension cellulaire) et les cellules ont été placées à 37°C. Une 
fois le temps d'incubation terminé (30 secondes, 2 minutes ou 5 minutes), du tampon lyse/fix 5X 
(1X final, BD Biosciences) a été immédiatement ajouté. 
Conseils et points critiques : - Ajouter les solutions de stimulation puits par puits, en attendant 10 
secondes entre chaque puits. De même pour le lyse/fix, l'ajouter dans chaque puits selon le même 
ordre et les mêmes intervalles de 10 secondes. Il est indispensable d'être précis (à la seconde 
près) sur les durées de stimulation. 
- Faire un "time point" à la fois, en commençant par la stimulation de 2 minutes ou de 5 minutes 
pour se faire la main. 
- La bouteille de Lyse/fix doit être prête à l'emploi (i. e. ouverte, à portée de main...) avant de lancer 
les stimulations. 
Les cellules ont ensuite été incubées pendant 10 minutes à 37°C, puis les plaques ont été placées sur 
glace afin d'arrêter la réaction. Les cellules fixées ont alors été transférées dans un tube Falcon 15, 
et lavées par ajout de 10mL de tampon FACS. 
Astuce : Il est possible de laisser les cellules dans de la glace à cette étape si la gestion de toutes les 
stimulations/fixations devient difficile. 
Après centrifugation (1500rpm, 7 minutes, 4°C), les culots cellulaires ont été re-suspendus dans 
1mL de solution Perm3 (BD Biosciences), ajoutée goutte à goutte tout en vortexant légèrement les 
cellules. Celles-ci ont ensuite été placées sur de la glace pendant 30 minutes (décomptées à partir du 
dernier tube), avant d'être lavées deux fois avec du tampon FACS. 
 Les cellules ainsi fixées et perméabilisées ont alors été marquées pour leurs marqueurs de 
surface et pour phospho-ERK1/2 (clone 20A, BD, dilution 1/20eme) selon le protocole détaillé dans 
la partie suivante. Les échantillons ont ensuite été acquis par cytométrie en flux. 
 Tri - Cytométrie en flux 
- Tri cellulaire : 
 Les suspensions cellulaires de splénocytes ont été réalisées comme expliqué précédemment, 
puis les LT CD8 ont été purifiés par déplétion (protocole détaillé dans la partie "test d'adhérence"). 
Après marquage (effectué dans du tampon MACS), les LT CD8 ont été re-suspendus à 40.106 
cellules/mL dans du tampon MACS et filtrés sur filtre de 0,22µm. 
 Les cellules ont été triées sur le FACSAria II (BD Biosciences). 
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Point critique : Pendant le tri, bien recouvrir le bac à glace contenant les échantillons avec une 
feuille d'aluminium, afin d'éviter un possible découplage des anticorps et/ou une diminution de la 
fluorescence des échantillons. Il n'est toutefois pas conseillé de recouvrir directement le tube en 
cours de tri avec de l'aluminium, au risque de le coincer dans le trieur et de ne plus pouvoir l'enlever 
ensuite. 
- Marquage FACS : 
 Lors des marquages FACS, les échantillons ont été centrifugés pendant 6 minutes à 
1200rpm dans le cas de marquages en tubes, ou à 1500rpm pendant 3 minutes lors des marquages 
en plaque. 
Astuce : Dans le cas des marquages en plaque, il est même possible de centrifuger pendant 2 
minutes à 2000 rpm. 
 Pour évaluer la viabilité cellulaire, les cellules préalablement rincées avec du PBS 1X ont 
été re-suspendues soit dans du FVD (Fixable Viability Dye, eBiosciences, dilué au 1/2000eme dans 
du PBS 1X), soit dans du Zombie (Zombie UV Fixable Viability kit, Biolegend, dilué au 1/500eme 
dans du PBS 1X). Les cellules ont ensuite été incubées à l'obscurité pendant 30 minutes à 4°C 
dans le cas du FVD, ou pendant 20 minutes à température ambiante pour le Zombie, avant d'être 
lavées avec du PBS 1X. 
 Pour visualiser leurs marqueurs de surface, les cellules ont été incubées pendant 30 minutes 
à 4°C, à l'obscurité, dans du mix d'anticorps réalisé dans du tampon FACS (PBS contenant 1% de 
SVF et 0,09% de NaN3), puis rincées et re-suspendues dans du tampon FACS. 
 Les anticorps suivants, couplés aux fluorochromes appropriés, ont été utilisés : CD4 (clone 
RM4-5), CD8 (53-6.7), CD11b (M1/70), CD44 (IM7.8), CD45R/B220 (RA3-6B2), CD62L (MEL-
14), Ly6C (AL21), Ly6G (1A8) de chez BD Biosciences ; CD103 (M290) de chez BD Horizon; 
CD3 (145-2C11) et CD45 (30-F11) de chez Biolegend ; CD45.1 (A20), CD45.2 (104), CD69 
(H1.2F3), NK1.1 (PK136) and TCR (GL3) de chez eBiosciences ; dextramère B8R (H2-Db-
TSYKFESV) de chez Immudex. 
Points critiques : - Veiller à bien prendre les bons anticorps. 
- Centrifuger très brièvement les anticorps avant utilisation, de façon à culotter les éventuels 
cristaux. Sinon, leur présence dans vos échantillons peut altérer le marquage, et impliquer alors de 
passer un temps considérable au FACS en passant tous les échantillons fortement dilués à faible 
vitesse. 
 Pour évaluer la production de cytokines, les cellules (déjà marquées pour leurs molécules de 
surface) ont été fixées et perméabilisées avec du CytoFix/CytoPerm (Fixation/Permabilization 
Solution Kit, BD Biosciences), pendant 10 minutes à RT. Après un lavage avec du Permwash 1X 
(dilué au 1/10eme dans de l'eau), les cellules ont été re-suspendues dans du mix d'anticorps (réalisé 
dans du Permwash 1X) et incubées pendant 30 minutes à 4°C, à l'obscurité. Les cellules ont 
ensuite été lavées avec du Permwash et re-suspendues dans du tampon FACS. Les anticorps utilisés, 
couplés aux fluorochromes appropriés, étaient les suivants : IFN (XMG1.2, eBiosciences), TNF 
(MP6-XT22, BD Pharmingen) et IL-2 (JES6-5H4, BD Biosciences). 
Astuce : Si besoin, il est possible de laisser les cellules dans le CytoFix/CytoPerm ou dans le mix 
d'anticorps sur la nuit. 
Matériel & Méthodes 
158 
 
 Pour évaluer leur survie et/ou leur prolifération, les LT CD8 (déjà marqués pour leurs 
molécules de surface) ont été fixés et perméabilisés en les incubant pendant 20 minutes à 4°C avec 
le tampon de fixation du kit FoxP3 (Foxp3/transcription factor staining buffer set, Thermofisher), 
préparé en mélangeant 1/4 du Fix/Perm Reagent avec 3/4 du Fixation Diluent. Après un lavage au 
Permbuffer 1X (dilué au 1/10eme dans de l'eau), les cellules ont été re-suspendues dans du mix 
d'anticorps (réalisé dans du Permbuffer 1X) et incubées pendant 30 minutes à 4°C, à l'obscurité. 
Les cellules ont ensuite été lavées avec du Permbuffer et re-suspendues dans du tampon FACS. 
 Les anticorps suivants, couplés aux fluorochromes appropriés, ont été utilisés : Ki67 
(SolA15, Ebiosciences) et BCL-2 (BCL/10C4, Biolegend). 
 Dans d'autres expériences, la prolifération des LT CD8 a été évaluée en marquant ces 
cellules aux CTV (Celltrace Violet Cell Proliferation kit, Thermofisher). Pour réaliser ce marquage, 
les cellules ont été lavées au PBS 1X, puis un volume X de solution de CTV (préparée en mettant 
2µL de CTV par mL de PBX 1X) a été ajouté goutte à goutte à un même volume X de suspension 
cellulaire, le tout en vortexant légèrement les cellules. Celles-ci ont alors été incubées pendant 20 
minutes à 37°C, à l'obscurité, avant d'être rincées pendant 5 minutes à 37°C après ajout d'un large 
volume (e. g. 10mL) de PBS 1X. Les LT CD8 ainsi marqués ont ensuite été re-suspendus dans du 
milieu DMEM complet. 
- Passage au FACS et analyse des échantillons : 
 Les échantillons ont été acquis sur les cytomètres LSR Fortessa ou LSR II (BD 
Biosciences). 
Points critiques : - Poser sa plaque sur une surface stable, et pas en bordure d'une table ou d'une 
paillasse. Il serait malencontreux qu'elle se renverse après une journée entière à maniper. Surtout 
lorsque les suspensions cellulaires ont déjà été jetées dans une poubelle pleine et scellée. 
- Il est bien d'acquérir les échantillons, mais il est d'autant plus important de les enregistrer : il ne 
faut donc pas oublier d'appuyer sur le bouton "record". 
 L'analyse des échantillons a ensuite été réalisée sur le logiciel Flowjo (TreeStar). 
 Cytométrie en flux d'image 
- Préparation des échantillons (culture et marquage) : 
 Les blasts F5 ont été générés comme indiqué précédemment (paragraphe "Activation des LT 
CD8 naïfs"). Les DC ont été obtenues à partir de cultures primaires de progéniteurs de moelle 
osseuse (voir paragraphe "Cultures cellulaires"). 
Point critique: En lien avec le marquage réalisé par la suite, les blasts F5 doivent provenir de souris 
F5 C57Bl/6 (CD45.2+) et les DC de souris Ly5.1 (CD5.1+). 
 La veille au soir de l'expérience, les DC ont été chargées avec le peptide NP68. Pour ce 
faire, toujours en plaque 6 puits, 0,4mL de solution d'activation 10X (contenant 2µg/mL de LPS et 
10µM de NP68 dans du RPMI complet) ont été ajoutés dans chaque puits (qui contenait 4mL moins 
environ 0,4mL, qui s'étaient évaporés depuis la mise en culture). 
 Le lendemain, les DC activées ont été récupérées dans les puits, comptées puis re-
suspendues à la concentration de 2.105 DC/mL dans du milieu DMEM complet. 
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Conseil : Pour récupérer les DC, faire des légers aller-retour avec une pipette de 5mL pour 
récupérer toutes les cellules, mais sans refluer trop fortement le milieu pour ne pas décoller les 
cellules adhérentes (macrophages) au fond des puits. 
 En parallèle, les blasts F5 ont été récupérés et également re-suspendus à 2.105 CD8/mL dans 
du milieu DMEM complet. 
 100µL de chaque suspension cellulaire ont ensuite été distribués par puits, dans des plaques 
96 puits à fond rond. Les plaques ont alors été brièvement centrifugées, de façon à favoriser la 
formation de doublets cellulaires, puis incubées pendant 1h30 à 37°C 7% CO2. 
Conseils et astuces : - Les expériences de cytométrie en flux d'image nécessitent un grand nombre 
de cellules par échantillon. Prévoir au moins deux plaques 96 puits par condition (environ 4.106 LT 
CD8 + DC), plus une demi plaque par tube de compensation.  
- Etant donné le grand nombre de plaques 96 puits utilisées, la pipette multicanaux est indispensable 
dans cette expérience pour mettre les cellules en plaque puis pour les récupérer. 
- Pour limiter le nombre de plaques, faire les compensations sur les suspensions cellulaires restantes 
de DC seules ou de CD8 seuls, si cela est bien adapté au marqueur concerné (prévoir au minimum 
1.105 cellules par tube de compensation, mais si possible prendre 1.106 pour aller plus vite lors de 
l'acquisition). 
 Une fois le temps d'incubation terminé, les cellules ont été récupérées des plaques et 
transférées en tubes FACS avant d'effectuer le marquage. Dans cette partie, toutes les 
centrifugations ont été effectuées pendant 6 minutes à 1200rpm. 
Astuce et points critiques : - Récupérer les cellules avec une multicanaux et les transférer dans une 
grande boîte de pétri. Les transférer ensuite dans un tube Falcon 50, puis en tube FACS. 
- Il est important dans cette partie de ne faire des centrifugations trop rapides (1200 rpm maximum), 
pour ne pas dissocier les doublets. 
- Il est important de pipeter doucement les cellules et de les re-suspendre en faisant un nombre 
limité de légers allers-retours à la pipette, pour ne pas dissocier les doublets. 
 Après un lavage au PBS 1X, les cellules ont été marquées au Zombie Aqua (Biolegend, 
dilué au 1/300eme dans du PBS 1X) pendant 30 minutes à température ambiante, pour évaluer leur 
viabilité. Après un rinçage au PBS 1X, les cellules ont été re-suspendues et incubées dans du 2.4G2 
pendant 15 minutes à température ambiante, puis le mix d'anticorps extracellulaire 2X (préparé 
dans du PBS 2% SVF) a été ajouté avant d'incuber les cellules pendant 45 minutes à 4°C. 
Point critique : Il est indispensable d'utiliser du PBS-SVF pour faire le marquage et pas du tampon 
FACS, car ce dernier contient de l'EDTA qui pourrait dissocier les doublets. 
 Après un rinçage au PBS 2% SVF, les cellules ont été fixées à la PFA 2% (laissée 30 
minutes à 4°C), lavées avec du PBS 1X, puis perméabilisées avec du Triton 0,1% (dilué dans du 
PBS 2% SVF, et laissé 5 minutes à RT). Après un rinçage au PBS 2% SVF, les cellules ont été re-
suspendues dans le mix intracellulaire (préparé dans du PBS 2% SVF) et incubées pendant 30 
minutes à température ambiante à l'obscurité. Après rinçage par ajout de PBS 2% SVF, les cellules 
ont été transférées dans des eppendorfs 1,5mL, centrifugées puis re-suspendues dans 25µL de 
tampon FACS. 
 Les anticorps et molécules suivants ont été utilisés pour le marquage : CD45.1-FITC (clone 
A20, eBiosciences, 1/600eme final) et CD45.2-BV421 (104, BD Biosciences, 1/100eme final) pour le 
marquage de surface, et phalloïdine-AF633 (Invitrogen, 1/50eme) pour marquer l'actine 
cytoplasmique. 
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Point critique : Les DC CD45.1+ et les LT CD8 CD45.2+ ont été marqués avec les anticorps 
correspondants. Le marquage n'était en effet pas optimal en utilisant d'autres marqueurs de surface 
spécifiques de l'une ou l'autre des populations (e. g. CMH-II, CD3...). 
- Acquisition des échantillons : 
 Les échantillons ont été acquis sur le cytomètre en flux d'image ImageStreamX Mark II 
(Amnis, EMD Millipore), au grossissement x63. 
Conseil : - L'acquisition des échantillons prend du temps. C'est l'occasion de lire des articles ou des 
revues. 
- Soyez patients... 
- ... et calmes. Il ne sert à rien de s'énerver lorsque le logiciel bogue, tandis que la machine continue 
de prélever tout l'échantillon sans l'enregistrer pendant que l'ordinateur redémarre. 
- Bien penser à venir allumer la machine en avance, l'allumage prend 45 minutes. 
 Les canaux suivants ont été utilisés pour visualiser les marqueurs d'intérêt : 
- Canal 1 : Brightfield 
- Canal 2 (laser 488) : CD45.1-FITC 
- Canal 7 (laser 405) : CD45.2-BV421 
- Canal 8 (laser 405) : Zombie Aqua (BV510) 
- Canal 11 (laser 642) : CD45.1-FITC 
- Canal 12 : Side-scattered light (SSC) 
 Les compensations ont été réalisées sur cellules. 
Point critique : Il est en effet préférable de réaliser les compensations sur cellules plutôt que sur 
billes, pour que la compensation soit la plus exacte possible en la calculant à partir de l'intensité 
réelle du marquage cellulaire (l'intensité du marquage est beaucoup trop forte sur billes). 
 Pour quantifier le nombre de doublets par échantillon, l'acquisition a été réalisée sur toutes 
les cellules, tandis que pour quantifier l'actine à la synapse, seuls les doublets ont été acquis (fenêtre 
de sélection basée sur leur morphologie : Aspect ratio vs Area). 
Conseils et astuces : - La présélection des doublets dès l'acquisition permet d'avoir des fichiers 
moins lourds (ce qui est préférable pour leur stockage), plus facilement et rapidement analysables 
ensuite (un trop grand nombre de cellules par fichier fait énormément ralentir le logiciel d'analyse). 
- Dans l'idéal, acquérir au minimum 60 000 cellules totales, ou 10 000 doublets. 
- Analyse des échantillons : 
 L'analyse des échantillons a été réalisée sur logiciel d'analyse d'image IDEAS (Amnis). 
Astuce : Ne pas faire l'analyse initiale sur tous les évènements du fichier, mais choisir d'en ouvrir 
seulement un certain nombre de façon aléatoire (5000 par exemple), de façon à ce que le logiciel ne 
soit pas trop ralenti. Une fois que toutes les étapes de l'analyse ont été effectuées sur ce premier jeu 
de données, fermer puis ré-ouvrir l'analyse cette fois-ci sur le fichier entier, pour avoir les 
quantifications finales sur un nombre maximal d'évènements. 
  Afin de quantifier l'actine à la synapse dans les doublets LT CD8-DC, les étapes d'analyse 
suivantes ont été réalisées : 
1) Sélection des doublets (en morphologie, Aspect Ratio vs Area) 
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2) Sélection des cellules nettes (Gradient RMS) 
3) Sélection des cellules vivantes 
4) Sélection des événements double positifs 45.1+ 45.2+ 
5) Création des masques CD8 et DC (Masques "System") et des fonctions Area et Aspect Ratio 
associées 
6) Sélection des conjugués avec seulement un seul CD8 (Area "Masque CD8" vs Aspect Ratio 
"Masque CD8") 
7) Sélection des conjugués avec seulement une seule DC (Area "Masque DC" vs Aspect Ratio 
"Masque DC") 
8) Création du masque IS (Intersection entre les "Masque CD8" et "Masque DC" : "Masque CD8 
AND Masque DC") et de la fonction Area associée 
9) Sélection des doublets avec une CD8 et une DC en contact (Area "Masque CD8 AND Masque 
DC" > 1) 
10) Mesure de l'intensité de l'actine à l'IS (Intensity "Masque CD8 AND Masque DC" sur l'actine) 
11) Mesure de l'intensité de l'actine dans le CD8 (Intensity "Masque CD8" sur l'actine) 
12) Calcul du ratio : Intensité de l'actine à l'IS / Intensité de l'actine dans le CD8 
 Microscopie confocale 
- Visualisation de l'actine à l'IS : 
 Les blasts F5 ont été générés comme indiqué précédemment (paragraphe "Activation des LT 
CD8 naïfs"). Les DC ont été obtenues à partir de cultures primaires de progéniteurs de moelle 
osseuse (voir paragraphe "Cultures cellulaires"). 
Point critique : En lien avec le marquage réalisé par la suite, les blasts F5 doivent provenir de souris 
F5 C57Bl/6 (CD45.2+) et les DC de souris Ly5.1 (CD5.1+). 
 Les étapes de culture cellulaire, depuis le chargement des DC, jusqu'à la mise en plaque des 
LT CD8 et des DC et leur incubation pendant une heure à 37°C 7% CO2, sont identiques à celles 
réalisées pour la cytométrie en flux d'image (voir paragraphe "Préparation des échantillons"). 
 Pendant le temps d'incubation des cellules, les lamelles (Knittel Glass) ont été nettoyées à 
l'éthanol 70% et séchées d'abord avec du papier Whatman puis à l'air libre. Les lamelles ont ensuite 
été placées au fond des puits d'une plaque 24 puits, recouvertes de poly-L-lysine (Sigma Aldrich) 
puis incubées à 37°C pendant 30 minutes. Une fois l'étape de coating terminée, les lamelles ont été 
lavées deux fois avec du PBS 1X puis une fois avec du milieu DMEM complet, avant d'être laissées 
à l'air libre jusqu'à ce qu'elles soient complètement sèches. 
Point critique : Ne pas manipuler les lamelles avec les doigts mais avec une pince fine (si possible à 
embouts crantés). 
 Une fois l'incubation d'une heure terminée, les cellules ont été récupérées à la pipette 
multicanaux et transférées dans un falcon 50, avant d'être re-suspendues à la concentration de 2.106 
LT+DC/mL. 
Points critiques et astuces : - De même que pour les expériences de cytométrie en flux d'image, ne 
pas faire une centrifugation trop rapides (1200 rpm recommandé) et pipeter délicatement les 
cellules pour ne pas dissocier les doublets cellulaires. 
Matériel & Méthodes 
162 
 
- Possibilité de laisser les cellules dans de la glace à cette étape avant de les déposer sur lamelle. 
 400µL de suspension cellulaire ont ensuite été déposés sur les lamelles (toujours en plaque 
24 puits), puis les plaques ont été centrifugées 3 minutes à 1200 rpm pour favoriser le dépôt des 
cellules sur les lamelles. Les cellules ont alors été fixées à la PFA 4% (laissé 10 minutes à 
température ambiante) puis perméabilisées au Triton 0,1% (dilué dans du PBS 2% SVF, laissé 5 
minutes à température ambiante). Après une incubation de 15 minutes à température ambiante dans 
du 2.4G2, les cellules ont été incubées avec le mix de marquage (réalisé dans du PBS 2% SVF) 
pendant 45 minutes à température ambiante, à l'obscurité, puis lavées deux fois avec du PBS 
2% SVF (laisser les cellules dans du PBS-SVF le temps de préparer les lames avec le liquide de 
montage). 
Points critiques et conseils : - Ici, les cellules ne sont pas centrifugées entre les différentes étapes. 
Les diverses solutions sont délicatement mises puis enlevées à la P1000 une fois le temps 
d'incubation avec les différentes solutions terminé.  
- 250µL des différentes solutions ont été utilisés pour fixer, perméabiliser, rincer ou marquer les 
cellules. 
 A ce moment, 6µL de liquide de montage (ProLong Gold antifade mountant, Thermofisher) 
ont été déposés sur les lames (Superfrost plus, Thermofisher). Les lamelles ont ensuite été 
récupérées, égouttées, puis délicatement déposées sur le liquide de montage. Les lames ont alors été 
laissées sécher une demi-heure à température ambiante, puis sur la nuit à 4°C, à l'obscurité. 
Points critiques et astuces : - Récupérer la lamelle en la soulevant avec une aiguille dont le bout a 
été recourbé puis en l'attrapant délicatement avec une pince fine. Attention à ne pas serrer trop fort 
la lamelle avec la pince, pour ne pas la casser. 
- Egoutter la lamelle en plaçant son bord sur une feuille de papier essuie-tout. 
- Attention à bien déposer la lamelle du bon côté sur la lame (cellules du côté de la lame, au contact 
du liquide de montage). Ce qui implique de se concentrer pour se souvenir du sens dans lequel on a 
attrapé la lamelle. 
- Essayer de ne pas faire de bulles en déposant la lamelle sur le liquide de montage. 
- Ne plus du tout toucher ni bouger la lamelle une fois qu'on l'a déposée sur la lame. 
 Les molécules suivantes ont été utilisées pour le marquage : anticorps anti-CD45.1-FITC 
(clone A20, eBiosciences, 1/40eme) et anti-CD45.2-BV421 (clone 104, BD Biosciences, 1/50eme) 
pour marquer respectivement les DC et les LT CD8, et SiR-actine (Cytoskeleton Inc, 1/1000eme) 
pour marquer cet élément du cytosquelette. 
 Les échantillons ont ensuite été acquis au microscope confocal LSM 800 (Zeiss) à l'aide du 
logiciel ZEN, au grossissement x63. 
Astuces et points critiques : - Chercher les potentiels doublets à l'oculaire en lumière à transmission, 
puis les visualiser ensuite sur l'ordinateur dans les différents canaux de fluorescence. 
- Le marquage FITC bleache rapidement, il faut donc aller assez vite. 
- Il est possible de faire des acquisitions en "z-stack", analysables sur le logiciel Imaris (Bitplane) 
pour voir les doublets en 3D. 
 Les images ont ensuite été analysées sur le logiciel Fiji. 
 
Matériel & Méthodes 
163 
 
- Analyse des contacts entre les LT CD8 et les DC (Time-lapse) : 
 Les blasts F5 ont été générés comme indiqué précédemment (paragraphe "Activation des LT 
CD8 naïfs"). Les DC ont été obtenues à partir de cultures primaires de progéniteurs de moelle 
osseuse (voir partie "Cultures cellulaires"). 
 La veille au soir de l'expérience, les DC ont été chargées avec le peptide NP68. Pour ce 
faire, toujours en plaque 6 puits, 0,4mL de solution d'activation 10X (contenant 2µg/mL de LPS et 
10µM de NP68 dans du RPMI complet) ont été ajoutés dans chaque puits (contenant 4mL - environ 
0,4mL qui se sont évaporés depuis la mise en culture). 
 Le lendemain, les DC activées ont été récupérées dans les puits, comptées puis re-
suspendues à la concentration de 1.106 DC/mL dans du milieu DMEM complet sans rouge 
phénol. 
 En parallèle, les LT CD8 ont été récupérés, lavés au PBS 1X puis incubés pendant 30 
minutes à 37°C dans la solution de Cell Tracker Green CMFDA (Invitrogen, préparée en 
mélangeant d'abord 1µL de pluronic avec 9µL de PBS 1X, puis en mélangeant 1µL de ce pluronic 
dilué avec 1µL de CMFDA, et en mettant ensuite ces 2µL dans 10mL de PBS 1X). Après un lavage 
au PBS 1X, les LT CD8 ont été re-suspendus à 1.106 cellules/mL dans du milieu DMEM complet 
sans rouge phénol. 
 Les deux suspensions cellulaires ont alors été transportées jusqu'au Platim dans de la glace, 
où 150µL de chaque suspension (= 3.105 LT CD8 + DC final) ont été disposés par puits d'une 
plaque µ-Slide 8 puits traitée à la poly-L-lysine (Ibidi). Les cellules ont alors été placées en 
chambre noire à 37°C, 5% CO2. Le time-lapse a été réalisé sur le microscope confocal AxiObserver 
Z1 (Zeiss), au grossissement x20, ouverture 0,5, Ph2. L'enregistrement a démarré environ 30 
minutes après la mise en contact des LT CD8 et des DC et des images ont été prises pendant 6h, 
toutes les 5 minutes, à trois positions différentes par condition. 
 Les time-lapses ont ensuite été analysés sur le logiciel Fiji. Pour chaque condition, un 
numéro a été attribué à chaque LT CD8 présent sur la première image (sur le canal de fluorescence) 
avec l'outil "3D object counter". Ensuite, les déplacements de chaque LT CD8 ont été suivis 
manuellement à l'aide du plug-in "Manual tracking", permettant de suivre chaque cellule au fil des 
images et ainsi de compter le nombre de contacts établis avec la DC et la durée de ces contacts.  
Conseils et astuces : - Sachant que trois time-lapse ont été réalisés par condition, analyser entre 20 
et 30 LT CD8 par film pour avoir des résultats significatifs et représentatifs. 
- Pour faciliter l'analyse, noter sur une feuille de papier les numéros de la première et de la dernière 
image où le LT CD8 contacte une DC, puis reporter ces données dans un tableau Excel une fois 
l'analyse de cette cellule terminée (pour ne pas avoir à changer de fenêtre entre Fiji et Excel et 
risquer de perdre de vue le LT CD8 d'intérêt). En déduire alors le nombre de contacts et leur durée. 
- Dans le tableau Excel, faire une colonne "commentaire" pour noter d'éventuelles observations 
intéressantes (e. g. formation de gros clusters, cellule immobile...). 
- "Patience et longueur de temps font plus que force ni que rage" (Jean de la Fontaine). 
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 Extraction d'ARN et qRT-PCR 
- Lyse des cellules : 
 Après 5 minutes de centrifugation à 1500rpm, les cellules ont été re-suspendues dans 400µL 
de Trizol (Life Technologies) dans des tubes eppendorf de 2mL, puis laissées 5 minutes à 
température ambiante avant que les ARN ne soient extraits. 
Conseils : - Bien re-suspendre les cellules dans le Trizol en les vortexant quelques secondes puis en 
pipetant plusieurs fois avec une pointe jaune. 
- Conserver les cellules lysées à -20°C si l'extraction n'est pas réalisée le jour même. 
- Extraction d'ARN et transcription inverse : 
 Toutes les étapes suivantes ont été réalisées dans de la glace, et les centrifugations ont été 
faites à 4°C. 
 80µL de chloroforme froid ont été ajoutés aux cellules, qui ont alors été agitées plusieurs 
fois par retournement puis légèrement vortexées pendant 30 secondes, avant d'être laissées 5 
minutes dans de la glace. Après 15 minutes de centrifugation à 12000g, la phase aqueuse supérieure 
a été récupérée (volume X d'environ 200µL) et transférée dans un nouvel eppendorf de 1,5mL. Un 
volume X/5 de chloroforme froid a alors été ajouté, puis les cellules ont été à nouveau agitées par 
retournement puis légèrement vortexées, avant d'être laissées 5 minutes dans de la glace. Après une 
nouvelle étape de centrifugation à 12000g pendant 15 minutes, la phase aqueuse supérieure a été 
récupérée (volume Y d'environ 160µL) et déposée dans des tubes eppendorfs 1,5mL contenant 
10µg de glycogène. Un même volume Y d'isopropanol froid a alors été ajouté, puis les échantillons 
ont été légèrement agités par retournement et laissés sur la nuit à -20°C pour que les ARN 
précipitent. Le lendemain, les échantillons ont été centrifugés pendant 10 minutes à 14000g, puis les 
ARN ont été lavés deux fois avec 500µL d'éthanol 75%. 
Conseils et points critiques : - Ne pas s'inquiéter si l'on ne voit pas grand chose après précipitation 
et centrifugation, le culot d'ARN est très peu visible (petit point blanc au fond du tube). Utiliser une 
lampe de bureau pour mieux le voir. 
- Travailler sur une paillasse propre, préalablement nettoyée à l'éthanol. 
Une fois les lavages et la dernière centrifugation effectués, enlever un maximum de surnageant et 
sécher le culot en plaçant les tubes au bain marie à sec à 60°C. 
Conseil et astuces : - Bien enlever tout le surnageant au préalable (utiliser une pipette de 2µL pour 
les dernières microgouttes), sinon le culot mettra trop de temps à sécher. 
- Le culot est sec lorsqu'il devient translucide. 
Reprendre alors le culot dans 12µL d'eau millipore additionnée d'inhibiteur de RNase (RNaseOUT, 
Invitrogen, dilué au 1/100eme), puis doser la quantité d'ARN au Nanodrop (Thermofisher). 
 Les ARN ont ensuite été traités à la DNase I (Invitrogen, 1µL pour 10µL d'échantillon) pour 
enlever les traces d'ADN génomique, selon un cycle de 30 minutes à 27°C puis de 10 minutes à 
65°C. 
Point critique : A moins de vouloir faire de l'art moderne, il ne faut pas appuyer trop fort sur les 
tubes en les mettant dans le thermocycleur, ni serrer trop fortement le couvercle de ce dernier, sinon 
les tubes seront complètement déformés par le traitement à la chaleur. 
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 Pendant ce temps, les mix pour la rétro-transcription ont été préparés, contenant : 
- Mix 1 (pour 1 échantillon) : 0,5µL d'OligodT (à 0,5µg/µL, Invitrogen) et 1µL de dXTP (à 10mM, 
Invitrogen) 
- Mix 2 (pour 1 échantillon) : 4µL de tampon 5X (Invitrogen), 2µL de DTT (à 0,1M, Invitrogen), 
0,5µL de RNaseOUT (Invitrogen) et 1µL de reverse transcriptase (Superscript II reverse 
transcriptase, Invitrogen). 
Une fois le traitement à la DNase terminé, 1,5µL de mix 1 ont été ajoutés aux échantillons qui ont 
alors été placés 5 minutes à 65°C. 8,5µL de mix 2 (préchauffé à 42°C) ont ensuite été ajoutés aux 
échantillons, replacés dans le thermocycleur pour 50 minutes à 42°C et 15 minutes à 70°C. 
Point critique : Conserver ensuite les ADNc à -20°C. 
- qRT-PCR : 
 Dans nos expériences, l'expression de plek a été mesurée de façon relative par rapport à 
l'expression du gène de ménage tbp (codant pour la "TATA-box binding protein"). 
Point critique : - Bien suivre le circuit PCR lors de la préparation des mix de primers (au 5eme 
étage) et de la plaque PCR contenant les mix + les échantillons (au 1er étage). 
- Bien homogénéiser les échantillons (en faisant de nombreux allers-retours à la pipette) lors des 
étapes de dilution, pour avoir des barres d'erreurs les plus petites possibles au final. 
 Les mix pour chaque primer ont tout d'abord été préparés, contenant (pour un échantillon) : 
4µL d'eau millipore, 1µL de mix primers (= primers forward et reverse à 4µM, Sigma) et 10µL de 
Platinum SYBR Green (Invitrogen). Les primers utilisés étaient les suivants : plek-forward : 
AGTGGATCAAAGCCATCCAG ; plek-reverse: CTCAGTGATTCTCGGTGTCCT ; tbp-forward : 
GGGGAGCTGTGATGTGAAGT ; tbp-reverse : CCAGGAAATAATTCTGGCTCAT. 
 La gamme a ensuite été préparée, à partir d'ARN extraits de splénocytes totaux, en faisant 
des dilutions en cascade au 1/2 dans de l'eau millipore (5 dilutions, du 1/10eme au 1/160eme). Les 
échantillons ont quant à eux été dilués au 1/5eme et au 1/10eme, toujours dans de l'eau millipore. 
Astuces : - 10µL seront nécessaires pour chaque point de gamme au final (5µL pour le gène de 
ménage et 5µL pour le gène d'intérêt). Prévoir 12,5µL par point, pour avoir un volume de marge. 
- 10µL seront nécessaires pour chaque point au 1/5eme (5µL pour le gène de ménage et 5µL pour le 
gène d'intérêt) et 20µL pour les dilutions au 1/10eme (2x5µL pour le gène de ménage et 2x5µL pour 
le gène d'intérêt : faire ces points en duplicat). Prévoir donc 12,5µL par point au 1/5eme et 25µL par 
point au 1/10eme. 
 La plaque PCR a ensuite été préparée, en mettant 15µL de mix primer et 5µL d'échantillon 
par puits. 
Point critique : Ne pas oublier de faire un puits contrôle avec de l'eau millipore seule, pour chaque 
gène étudié. 
 La PCR en temps réel a enfin été réalisée avec l'appareil StepOnePlus Real-Time PCR 
System (Applied Biosystems), selon le cycle suivant : 
- Holding stage : 50°C, 2 min puis 90°C, 2min 
- Cycling stage : 95°C, 15 sec puis 60°C, 30 sec – 50 cycles 
- Melt curve : 95°C, 15 sec ; 60°C, 1 min puis 95°C, 15 sec 
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Point critique : Lors de la programmation des cycles, ne surtout pas décocher l'icône 
d'enregistrement des données en fin de chaque cycle, au risque sinon de devoir tout recommencer. 
 Western Blot 
- Lysats protéiques : 
 Les lysats protéiques ont été réalisés en re-suspendant les cellules dans du Laemli 2X 
(300µL pour 1.106 cellules). 
Point critique : Conserver ensuite les lysats à -20°C. 
- Western Blot : 
 Les Western Blot ont été réalisés à partir de 20µL de lysats protéiques, chauffés à 70°C 
pendant 10 minutes. 
 Pendant la dénaturation des échantillons, les gels (NuPAGE 4-12% Bis-Tris protein gels, 
Thermofisher) ont été préparés et placés dans la cuve de migration. 
Points critiques : - Mettre le bord le plus haut du gel vers l'extérieur (i. e. les puits vers l'intérieur de 
la cuve). 
- Bien positionner et serrer les gels dans la cuve pour qu'il n'y ait pas de fuites. 
L'intérieur de la cuve (entre les deux gels) a alors été remplie avec du tampon de migration (MES 
1X, dilué dans de l'eau déionisée), jusqu'à atteindre le niveau des puits, et du tampon a également 
été ajouté sur l'extérieur de la cuve de façon à recouvrir les fils conducteurs. 
Point critique : Bien tenir la bouteille de MES buffer pour ne pas la faire tomber par terre et la 
casser (éviter par exemple de la tenir avec des gants mouillés) 
Les puits ont alors été lavés deux fois avec du tampon MES 1X, à l'aide d'une P200, puis les 
échantillons et le ladder ont été chargés dans les puits. 
Astuce : Pour charger les échantillons, utiliser une P20 dont le cône jaune est recouvert d'une cône 
de 10µL. 
L'intérieur de la cuve a ensuite été complètement rempli avec du tampon MES 1X, puis la migration 
a été lancée (à 150-200V, pendant 1h30 environ). 
Points critiques : - Bien faire attention aux couleurs : le fil rouge se branche sur la prise rouge, et 
inversement pour le fil noir... 
- Arrêter la migration lorsque le bleu de dépôt est arrivé tout en bas. 
 Pendant la migration, préparer 1L de tampon de transfert 1X (à partir de tampon 5X 
contenant 15mg/mL de Tris et 72mg/mL de Glycine dans de l'eau déionisée) en mélangeant 1 
volume de tampon 5X, 1 volume d'Ethanol et 3 volumes d'eau. 
Point critique : Le tampon de transfert 5X se conserve à 4°C. 
Les éponges et 4 feuilles de papier Whatman ont ensuite été placées dans le tampon de transfert 1X. 
En parallèle, la membrane PVDF a été activée en la plaçant 20 secondes dans de l'éthanol, puis 
rincée 2 minutes de chaque côté dans de l'eau, avant d'être placée dans du tampon de transfert 1X. 
 Une fois la migration terminée, le gel a été récupéré et enlevé de son support, puis incubé 
pendant 15 minutes dans du tampon de transfert. 
Astuce : Mouiller ses gants pour récupérer le gel et ne pas le casser. 
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Le "sandwich" pour le transfert a ensuite été préparé, en plaçant (du pôle - vers le pôle +) : une 
éponge, deux feuilles de papier Whatman, le gel, la membrane, deux feuilles de papier Whatman, 
une éponge. Le tout a été placé dans la cuve de transfert, et celui-ci a été lancé pour 1h15 à 100V. 
Points critiques et astuces : - Se mettre dans un plat à gratin pour faire le sandwich. 
- Bien mettre le gel du côté - et la membrane du côté +. 
- Bien enlever les éventuelles bulles dans le sandwich à l'aide d'une pipette de 10mL cassée que l'on 
roule dessus en appuyant. 
- Mettre de la glace dans la cuve pour qu'elle ne chauffe pas trop. 
- Laisser le transfert se dérouler plus longtemps si le voltage diminue (1h45 si le voltage descend à 
50V). 
- Après transfert, il est possible de regarder s'il y a bien des protéines sur la membrane en incubant 
celle-ci 2 minutes dans du rouge ponceau. Bien rincer la membrane avec de l'eau déionisée ensuite. 
 Après le transfert, la membrane a été bloquée par incubation dans du PBS 1X contenant 
0,1% de Tween 20 et 5% de lait, pendant une heure sous agitation. 
 Après rinçage avec du PBS Tween 0,1%, la membrane a été incubée avec l'anticorps anti-
pleckstrin (BD Biosciences, dilué au 1/2000eme dans du PBS 0,1% Tween 0,05% NaN3 5% BSA) 
pendant une nuit à 4°C, sous agitation. 
Astuce : Pour utiliser moins d'anticorps (ici 5mL d'anticorps dilué), rouler la membrane dans un 
tube Falcon 50 (face avec les protéines vers l'intérieur du tube), rajouter l'anticorps dilué et mettre le 
tube Falcon dans un tube aimanté placé ensuite sur portoir rotatif en chambre froide. 
 Après un rinçage puis trois lavages de 20 minutes en PBS 0,1% Tween, la membrane a été 
recouverte de solution d'anticorps secondaire anti-souris HRP (Promega, dilué au 1/10000eme dans 
du PBS 0,1% Tween 5% lait) et incubée pendant 1h à température ambiante, sous agitation. 
 Après rinçage puis quatre lavages de 20 minutes en PBS 0,1% Tween, les protéines ont été 
révélées en incubant la membrane pendant une minute avec la solution de révélation ECL (GE 
Healthcare). Les protéines ont ensuite été visualisées à l'aide de l'appareil ImageQuant LAS 4000 
(GE Healthcare). 
Conseils et points critiques : - Egoutter la membrane avant révélation en posant ses bords sur du 
papier absorbant. La disposer ensuite sur du film étirable. 
- Bien homogénéiser la solution finale d'ECL pendant 1 minute avant de l'ajouter goutte à goutte sur 
la membrane (environ 1mL par membrane). 
- Bien égoutter la membrane sur du papier absorbant pour enlever le surplus d'ECL, puis la placer 
dans une pochette plastique lisse avant d'aller visualiser les protéines à l'ImageQuant. 
 Une fois que la protéine d'intérêt a été visualisée dans les différents échantillons, et que les 
images ont été enregistrées, la membrane a été "scrapée" pour éliminer les anticorps primaires et 
secondaires. Pour cela, la membrane a été incubée 30 minutes à 65°C dans une solution contenant 
620L de Tris 0,5M à pH 8, 1mL de SDS 10%, 30L de -mercapto-éthanol dans 5mL d’eau. La 
membrane a ensuite été rincée quatre fois dans du PBS 0,1% Tween, puis saturée en l’incubant une 
heure dans du PBS 1X contenant 0,1% de Tween 20 et 5% de lait. 
Un marquage pour l'actine, utilisé comme contrôle de charge, a ensuite été réalisé. Pour cela, 
la membrane a été incubée comme précédemment avec un anticorps monoclonal anti-β-actin (clone 
C4, Millipore; dilution 1/5000eme), puis avec l'anticorps secondaire, avant d'être révélée à l'ECL.
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    ● ● ● 
"Le mérite résulte de la persévérance." 
(Paul Valéry) 
    ● ● ● 
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Pleckstrin regulates the amplitude of effector and memory CD8 T 
cell reponses and their tissue localization 
M. Calvez1, S. Valsesia1, A. Macchi1, D. Laubreton1, S. Djebali1, J. Marvel1, M. Wencker1 
1 CIRI, Centre International de Recherche en Infectiologie, Inserm U1111, CNRS UMR5308, 
Université Claude Bernard Lyon 1, École Normale Supérieure de Lyon, Lyon, France. 
 
 
Abstract: 
 CD8 T cells are key players of adaptive immunity, and are involved in the elimination of 
intracellular pathogens and cancer cells. Besides, memory CD8 T cells mediate durable protection 
against these threats through enhanced effector functions, increased proliferative capacity and 
distinct migratory behaviors, three processes that are tightly regulated by actin cytoskeleton. 
Recently, our team has shown that pleckstrin (plek), a gene involved in actin cytoskeleton, is highly 
up-regulated in pathogen-induced memory CD8 T cells compared to naïve cells. Using plek 
deficient CD8 T cells, we show in an in vivo model of Vaccinia virus infection that plek deficiency 
does not affect global CD8 T cell functions, in terms of cytokine production and cytotoxicity. 
However, plek is required for the optimal generation and localization of memory CD8 T cells 
within infected tissues. This work aims at better characterizing the molecular and cellular basis of 
these defects and should provide new insights into the molecular actors that regulate the 
establishment of a tissue resident compartment. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Résultats 
174 
 
Introduction: 
CD8 T cells are key players of the adaptive immune system that are specialized in the 
clearance of intracellular pathogens or cancer cells. During viral or intracellular bacterial infections, 
naive (CD44lo CD62L+) CD8 T cells are activated in the draining lymph node, proliferate and 
differentiate into effector (CD44hi) cells that can migrate to the infected site and control the primary 
infection by producing cytolytic granules containing effector molecules (e. g. perforin and 
granzymes) and secreting cytokines (e. g. TNFα, IFNγ...), which results in the killing of infected 
cells and the recruitment of other immune actors (Bachmann et al., 1999; Stemberger et al., 2007). 
Upon pathogen clearance, most effector cells die by apoptosis, while memory CD8 T cells, which 
have been generated during the effector phase, can persist long-term (Williams and Bevan, 2007). 
Memory CD8 T cells are characterized by an enhanced proliferative potential, increased effector 
functions and distinct migratory behavior. Those properties, which are acquired during the effector 
phase and maintained hereafter, allow them to rapidly and efficiently control secondary infections 
(Woodland and Kohlmeier, 2009; Mueller et al., 2013). At the molecular level, CD8 T cell 
migration and function is highly regulated by actin cytoskeleton. Indeed, in addition to promoting 
TCR downstream signaling (Valitutti et al., 1995; Le Floc’h and Huse, 2015), actin is involved in 
the targeted secretion of cytolytic granules and cytokines (Chemin et al., 2012; Ritter et al., 2017). 
Furthermore, amoeboid migration and integrin-mediated adhesion, two processes involved in T cell 
motility and arrest within lymphoid organs and peripheral tissues, are dependent on actin 
cytokeleton (Weninger et al., 2014; Savinko, J Immunol, 2018). 
In search for genes that best correlated with the capacity of memory CD8 T cells to protect 
against lethal doses of pulmonary viruses, our team has performed micro-array analyses on 
pathogen-induced memory CD8 T cells and naïve CD8 T cells. Among molecular actors that 
correlated with the increased functionality of memory CD8 T cells, we found one gene, pleckstrin 
(plek), which was among the first ten genes that were up-regulated in pathogen-induced memory 
CD8 T cells compared to naïve cells, and among the first 50 genes whose expression correlated 
with a better protection against a lethal viral infection (Brinza et al., 2016). Interestingly, little is 
known about this gene, which has long been used as a platelet-activation marker (Haslam and 
Lynham, 1977; Connolly et al., 1986). A few studies have shown however that over-expression of 
plek in COS cells induces actin reorganization and cell spreading (Ma and Abrams, 1999; Roll et 
al., 2000), and that plek-/- platelets are defective in actin polymerization, integrin activation and 
granule exocytosis (Lian et al., 2009), thereby demonstrating a role of plek in the regulation of actin 
cytoskeleton and the associated cellular processes. 
Given the crucial role of actin cytoskeleton in T cell responses, we decided to characterize 
the roles of plek in CD8 T cell biology. Using in vivo models of Vaccinia virus infection, we first 
confirmed plek up-regulation in effector and memory CD8 T cells. Then, by analyzing plek-/- CD8 
T cell responses following viral infection in vivo, we could show that Plek does not regulate CD8 T 
cell effector functions, in terms of cytokine production and cytotoxicity. However, we found that 
Plek is required for the optimal generation and localization of memory CD8 T cells within non-
lymphoid tissues. These results could thus provide new insights into the molecular mechanisms that 
regulate the establishment of a tissue resident compartment. 
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Material and Methods: 
Mice 
 C57BL/6J mice, used as WT controls, were purchased from Charles River laboratories 
(L'Arbresle, France). 
 F5 TCR-transgenic mice were obtained from Dr D. Kioussis (Mamalaki et al., 1993) and 
back-crossed on C57BL/6J. Ly5.1 (B6.SLJ-PtprcaPepcb/BoyCrl) background to generate F5xLy5.1 
animals (B6.SJL-PtprcaPepcb/BoyCrl- Tg(CD2-TcraF5,CD2-TcrbF5)1Kio/Jmar), used as F5-WT 
controls. The F5 TCR recognizes the NP68 peptide from influenza A virus (ASNENMDAM) in the 
context of H2-Db. 
 C57Bl/6J Plek-/- (Plektm1Csab) mice were obtained from Dr C. Abrams (Lian et al., 2009), and 
crossed in the animal house (AniRA-PBES) with F5 TCR-transgenic (C57Bl6J, CD45.2+) mice to 
generate F5xplek-/- mice. 
 C57BL/6J.Ly5.1 (CD45.1+) animals were crossed to C57Bl/6J mice in the animal house 
(AniRA-PBES). F1 animals (CD45.1+ CD45.2+) were used as recipient mice for cell co-transfers. 
 Animals were bred and housed under specific pathogen free (SPF) conditions in our animal 
facility (AniRA-PBES, Lyon, France). 
 All experiments were approved by our local Ethics Committee (CECCAPP, Lyon, France) 
and accreditations have been obtained from governmental agencies. 
Virus and immunization 
 Recombinant Vaccinia Viruses (VV) expressing the NP68 epitope were engineered from 
VV (strain Western Reserve) by Dr Denise Yu-Lin Teoh (Institute of Molecular Medicine, Oxford, 
UK). 
 C57BL/6 mice were infected by intra-nasal injection with VV-NP68 (2.105 PFU/mouse, in 
20µL PBS), or by skin scarification (2.105 PFU/mouse, in 5µL PBS). Alternatively, 1.105 CD8 T 
cells from F5-WT and/or F5-plek-/- donor mice were mono- or co-transferred at a 1:1 ratio (as 
assessed by flow cytometry) into naïve C57BL/6 mice by intra-venous injection in the retro-orbital 
sinus, 24 hours before infection. 
Cell suspension, culture and activation 
 Blood was collected from the retro-orbital sinus and absolute numbers of lymphocytes were 
calculated using Flow-count fluorospheres (Beckman Coulter). 
 Single cell suspensions from spleen and lymph node were obtained by mechanical 
disaggregation on a 100m cell strainer (BD Falcon). Lungs were flushed with PBS before 
harvesting from animals. To analyze the resident compartment, CD45-BV421 antibody (clone 30-
F11, Biolegend) was injected intravenously 3min before killing animals (Anderson et al., 2014). 
Single cell suspensions were obtained using enzymatic digestion with a lung dissociation kit, 
according to the manufacturer’s instructions (Miltenyi Biotec). Skin was chopped into small 
fragments and incubated in RPMI supplemented with 0.625mM hepes, 2KU DNase 1 (Sigma) and 
122CDU collagenase A (Sigma) for 45min at 37°C. After filtrating through a 100m cell strainer, 
cells were collected and washed with PBS 1X. For all organs, cells were finally re-suspended in 
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complete medium (DMEM, 6% Fetal Calf Serum, 10mM hepes, 50g/mL gentamicin, 50M -
mercapto-ethanol, 1mM sodium pyruvate). 
 Absolute numbers of lymphocytes were determined using Accuri C6 Flow instrument (BD 
Biosciences) and Cflow software. 
 For polyclonal activation of WT splenocytes, cells were cultured for three days in complete 
medium containing 10% IL-2 added with a combination of anti-CD3 (10g/mL) + anti-CD28 
(2g/mL). F5 splenocytes were activated by culturing cells for five days with 10% IL-2 and 10nM 
or 100nM NP68. In some experiments, activated cells were kept in complete medium containing 
10% IL-2 for another two days, before being re-stimulated with NP68 (from 0.01 to 100nM) for 
five hours. In some other settings, re-stimulation of F5 naive and memory CD8 T cells was 
performed with 10nM NP68 +/- 10% IL-2 (PeproTech) +/- 50ng/mL IL-12 (R&D Systems) and 
10ng/mL IL-18 (MBL). 
 For CD8 T cell stimulation assays, cytokine production and degranulation (assessed by 
CD107a surface expression) were measured following a 4h-restimulation with 10nM NP68 or 
10nM NP3R, in the presence of anti-CD107a antibody (clone 1D4B, BD Biosciences) and Golgi 
stop (BD Biosciences, 1/1500 dilution) to assess degranulation, or of brefeldin A (BD Biosciences, 
1/500 dilution) for cytokine secretion assay. 
Cytotoxicity assay 
The cytotoxic activity CD8 T cells was assessed against EL4 cell lines that had been incubated for 
90 minutes with 100nM NP68. F5 blasts or sorted F5 memory CD8 T cells were then counted and 
cultured with the peptide-pulsed target cells at the indicated ratios for 4h at 37°C. Target cell killing 
was then assessed by flow cytometry through staining with a Fixable Viability Dye (eBiosciences). 
Ligand-complexe-based adhesion assay 
 To generate ICAM-1-Fc-F(ab')2 complexes, antibodies (at a 1/6.25 dilution, APC-labelled 
goat anti-human Fcγ specific IgG F(ab')2 fragments, Jackson ImmunoResearch) and ICAM-1-Fc 
(200g/mL, R&D Systems) were mixed and incubated at 4°C for 30 minutes in PBS containing 
calcium and magnesium. Freshly isolated F5 memory splenocytes (20.106 cells/mL, in PBS + 0.5% 
BSA) were then put in presence of 1.25L of these complexes and immediately stimulated with 
PMA (10ng/mL) in a final volume of 100µL. At the indicated times, cells were fixed with 4% PFA 
to stop the reaction. Cells were then stained for surface markers as detailed below, and LFA-1 
activation (assessed by its binding to ICAM-1) was measured by flow cytometry. 
Flow cytometry and cell sorting 
 Cells were stained for 30 minutes on ice, in PBS containing 1% FCS (Life technologies) and 
0.09% NaN3 (Sigma-Aldrich). The following antibodies, coupled to the appropriate fluorochromes, 
were used: CD4 (clone RM4-5), CD8 (53-6.7), CD11b (M1/70), CD44 (IM7.8), CD45.1 (A20), 
CD45R/B220 (RA3-6B2), CD62L (MEL-14), Ly6C (AL21), Ly6G (1A8) from BD Biosciences; 
CD103 (M290) from BD Horizon; CD3 (145-2C11) et CD45 (30-F11) from Biolegend; CD45.2 
(104), CD69 (H1.2F3), NK1.1 (PK136) and TCR (GL3) from eBiosciences; B8R dextramer (H2-
Db-TSYKFESV) from Immudex. 
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 To evaluate cytokine secretion, cells were fixed and permeabilized using CytoFix/CytoPerm 
kit (BD Biosciences), before incubation with antibodies against IFN (XMG1.2, eBiosciences), 
TNF (MP6-XT22, BD Pharmingen) and IL-2 (JES6-5H4, BD Biosciences). 
 To evaluate cell proliferation and survival, cells were fixed and permeabilized using 
Foxp3/transcription factor staining buffer set (Thermofisher), before incubation with antibodies 
against Ki67 (SolA15, Ebiosciences) and BCL-2 (BCL/10C4, Biolegend). In separate experiments, 
cell proliferation was also measured using Celltrace Violet Cell Proliferation kit, according to the 
manufacturer’s instructions (Thermofisher). 
 Cell viability was assessed using a Fixable Viability Dye (eBioscience) or Zombie UV 
Fixable Viability kit (Biolegend). 
 All samples were acquired on LSR Fortessa or LSRII flow cytometers (BD Biosciences) and 
analyzed using FlowJo software (TreeStar). Cell sorting was performed using the BD FACSAria II 
cell sorter. 
RNA extraction, reverse transcription and qPCR 
 For transcript analysis, cells were lyzed in Trizol (Life technologies), and mRNA was 
extracted according to the manufacturer’s instructions. Purified mRNA was treated with DNAse I 
(Invitrogen) to remove genomic DNA, and retro-transcribed into cDNA using Superscript II reverse 
transcriptase (Invitrogen). 
 Real-time quantitative PCR was performed using StepOnePlus Real-Time PCR System 
(Applied Biosystems) and Platinum SYBR Green (Invitrogen). Expression is presented in arbitrary 
units normalized to the expression of the house-keeping-gene tbp (which encodes TATA-box 
binding protein). Primers sequences were: plek-forward: AGTGGATCAAAGCCATCCAG; plek-
reverse: CTCAGTGATTCTCGGTGTCCT; tbp-forward: GGGGAGCTGTGATGTGAAGT; tbp-
reverse: CCAGGAAATAATTCTGGCTCAT. 
Immunoblotting 
 Cells were lysed with Laemli buffer (300µL / 1.106 cells). Proteins were separated by SDS-
PAGE on NuPAGE 4-12% Bis-Tris protein gels (Thermofisher) and transferred to a nitrocellulose 
membrane in Tris (3mg/mL) Glycin (14,4mg/mL) buffer containing 20% ethanol. The membrane 
was blocked with PBS 0.1% Tween 5% milk and then incubated in PBS 0.1% Tween 5% BSA 
(Sigma Aldrich), containing mouse anti-pleckstrin antibody (BD Biosciences, 1/2000 dilution), or 
with a mouse monoclonal antibody anti-β-actin (clone C4, Millipore; 1/5000 dilution) as loading 
control. HRP-conjugated anti-mouse IgG was used as a secondary antibody (Thermofisher, 1/10000 
dilution) and signals were detected using enhanced chemiluminescence technique (ECL; GE 
Healthcare), with ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare). 
Statistical analysis 
Data are expressed as means+/-SEM. Statistical analyses were performed using Prism software and 
include unpaired t test, paired t test and two-ways ANOVA as specified in figure legends. A p-
value<0.05 was considered to be statistically significant. 
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Results: 
Plek is up-regulated in activated CD8 T cells. 
 Micro-array experiments carried out in the laboratory have shown that pathogen-induced 
memory CD8 T cells up-regulate plek mRNA compared to naïve CD8 T cells (Brinza et al., 2016). 
To confirm this result, and get further insight into plek expression in antigen-specific CD8 T cell 
populations in vivo, we infected wild type (WT) C57Bl/6 mice with Vaccinia virus (VV). CD8 T 
cells specific for VV-derived epitope B8R were sorted from the spleen in effector (day 8 post 
infection) and memory phase (week 6 post infection), and mRNA was extracted to measure plek 
expression levels. We observed that plek mRNA was highly expressed in both effector and memory 
populations compared to naïve CD8 T cells (fig.1A), and a similar difference was observed at the 
protein level when comparing naïve and memory CD8 T cells (fig.1B). Moreover, we found that 
plek expression by effector and memory populations was independent of CD8 T cell localization, as 
CD8 T cells isolated from the lung showed a similar plek mRNA up-regulation as CD8 T cells 
isolated from the spleen (fig.S1A & S1B). 
Besides, as plek expression in memory cells was shown in a micro-array experiment to be 
further increased following re-stimulation (Brinza et al., 2016), we next decided to quantify plek 
expression in F5 TCR-transgenic memory CD8 T cells re-stimulated with their cognate peptide 
NP68. As anticipated, we found that plek expression was strongly increased (by five times) when 
cells were re-stimulated with their cognate peptide (fig.1C), confirming that stimulation of memory 
cells further increases the expression of plek mRNA. 
plek expression is induced by TCR stimulation. 
 Although plek is highly expressed by effector and memory CD8 T cells following viral 
infection, the mechanisms underlying its up-regulation following CD8 T cell stimulation are still 
unknown. 
 To determine whether TCR stimulation could induce plek expression, we made use of F5 
TCR-transgenic CD8 T cells stimulated in vitro with different doses of NP68 peptide (10 or 
100nM), in the presence of IL-2. Results obtained by qRT-PCR showed that plek expression could 
be induced following stimulation, and that the highest dose of peptide caused the strongest 
expression (fig.2A). We then re-stimulated F5-WT blasts with increasing concentrations of peptide, 
in the presence of IL-2. We observed that the level of plek expression correlated with the doses of 
NP68 that were used (fig.1B). Similar results were also obtained following activation of polyclonal 
CD8 T cells with anti-CD3 and anti-CD28, where activated lymphocytes (defined by a high level of 
CD44 expression, a known marker of activation) showed higher plek expression than CD44int and 
CD44low cells (fig.S1C). 
 We next assessed the role of cytokines in the induction of plek mRNA. F5 naive and 
memory CD8 T cells were sorted and stimulated ex vivo for 4h with NP68 alone or in combination 
with IL-2 or IL-12/IL-18, three cytokines that promote CD8 T cell activation and proliferation 
(fig.2C). We observed that stimulation with NP68 alone was sufficient to induce plek expression, 
contrary to cytokines that were not able to up-regulate plek, nor to synergize with NP68 to further 
increase plek transcript levels. 
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 Altogether, these results indicate that plek expression is induced only by TCR stimulation, 
which promotes a rapid increase of RNA levels following cell activation (up-regulation already 
observed 4h post stimulation, fig.2C). 
Plek is involved in the generation of effector and memory CD8 T cells following viral 
infection. 
 Considering that plek is induced upon CD8 T cell activation, and that it can already be 
detected during the effector phase of the immune response, we hypothesized that plek could play a 
role in the generation of effector and memory CD8 T cells following viral infection in vivo. To 
study the role of Plek in CD8 T cell responses, we obtained plek-/- mice that were generated by the 
team of C. Abrams (Lian et al., 2009). 
 We first analyzed the impact of plek deficiency on the immune system at steady state, and 
we observed that plek-/- mice displayed no alterations of their immune populations in homeostatic 
conditions (fig.S2A). We next infected plek-/- mice with VV and monitored the main immune 
populations, as well as B8R-specific CD8 T cells, in effector (fig.S2B & S2C) and memory phase 
(fig. S2D & S2E). Our results suggest that the same numbers of immune cells are generated in the 
presence or absence of plek, both in the spleen and all other organs studied (lymph node, lung, bone 
marrow, data not shown). Nevertheless, to test if a plek-deficiency-associated defect could be 
identified when plek-/- CD8 T cells are competing with control cells, we generated F5-TCR 
transgenic-plek-/- mice. F5-WT (CD45.1+) and F5-plek-/- (CD45.2+) splenocytes were co-transferred 
at a 1:1 ratio into WT recipient mice (CD45.1+ CD45.2+). The following day, hosts were infected 
with VV-NP68 and F5 immune responses were subsequently monitored in the blood and organs of 
infected animals at several days post infection. Contrary to uninfected controls in which similar 
numbers of F5-plek-/- and F5-WT cells were detected (data not shown), we observed that from day 7 
and during all the course of the immune response following infection, the ratio of F5-WT to F5-
plek-/- CD8 T cells was higher than one both in the blood and in all organs studied (fig.3A, 3B & 
3C), indicating that less F5-plek-/- CD8 T cells were generated following viral infection, as 
compared to controls. Similar results were obtained in additional mono-transfer experiments 
(fig.S3A), where plek-/- CD8 T cells were in competition with WT CD8 T cells from the recipient 
mouse. 
 Overall, these results suggest that plek-/- CD8 T cells are partially deficient in their capacity 
to mount effector and memory responses to a viral infection in vivo, when competing with their WT 
counterparts. 
Plek deficiency does not affect the phenotype of memory CD8 T cells, nor their effector 
functions. 
 To decipher whether plek deficiency could cause additional defects to memory CD8 T cells, 
besides altering their generation, we analyzed the phenotype and effector functions of these cells. 
 First, we analyzed the frequency of central (TCM) and effector (TEM) memory CD8 
populations generated by F5-WT and F5-plek-/- naive CD8 T cells following activation. We 
observed that the proportions of TCM and TEM populations were similar between mutants and 
controls both in the spleen (fig.4A & fig.S3B) and in all other organs studied (draining lymph node, 
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lung, bone marrow, data not shown), meaning that plek deficiency did not impair the differentiation 
process that drives the generation of these two memory subsets. 
 Because plek is involved in actin reorganization in platelets and COS cells (Ma and Abrams, 
1999; Lian et al., 2009), we considered that CD8 T cell cytotoxicity and cytokine secretion, two 
processes that are driven by the actin cytoskeleton (Chemin et al., 2012; Ritter et al., 2017), could 
be affected in plek-/- memory CD8 T cells. To test this hypothesis, we harvested F5-WT and F5-
plek-/- memory splenocytes generated following viral infection in vivo, and we re-stimulated them 
with NP68 peptide for 4h. Analysis of cytokine production by flow cytometry showed that plek 
deficiency did not alter the expression of IFNγ, TNFα and IL-2 (fig.4B). In parallel, we cultured F5-
WT and F5-plek-/- populations in the presence of a tumor cell line (EL4) loaded with NP68 and 
compared their ability to kill these targets. We found that F5-plek-/- memory CD8 T cells were as 
cytotoxic as control cells (fig.4C), confirming similar results obtained with in vitro generated blasts 
(fig.S4A & S4B). 
 Altogether, we concluded that despite its high expression in memory CD8 T cells (fig.1A) 
and its importance for their generation (fig.3C), plek does not regulate their phenotype nor their 
effector functions. 
Plek is required for memory CD8 T cell localization into non-lymphoid tissues. 
 Actin rearrangements are crucial for leukocyte migration (Weninger et al., 2014). Given the 
potential role of plek in the regulation of actin cytoskeleton (Ma and Abrams, 1999; Lian et al., 
2009), we next asked whether this gene could be involved in memory CD8 T cell settlement into 
infected tissues. Six weeks post intranasal infection with VV-NP68, we studied memory CD8 T cell 
localization within the lung tissue. In order to specifically identify tissue-resident cells in this very 
vascularized organ, blood leukocytes were labelled by a brief intravenous in vivo staining 
(Anderson et al., 2012). We could see that among all F5 memory cells that were located in the lung 
vasculature or in the spleen, 55% of them were F5-WT and 45% were F5-plek-/- (ratio: 1.22; 
fig.5A). However, the same analysis on the lung parenchyma showed that F5-WT cells represented 
almost 65% of all the tissue-associated F5 cells, while F5-plek-/- represented less than 40% of them 
(ratio: 1.7), suggesting that the difference observed in the lung tissue was not only due to the overall 
decrease of memory CD8 T cells but also to their decreased recruitment and/or maintenance into the 
lung parenchyma. Despite this defective localization (further confirmed in additional mono-transfer 
experiments, fig.S5A), analysis of the expression of CD69 and CD103 (two markers that define 
TRM subsets, Schenkel and Masopust, 2014) showed that the phenotype of F5-plek-/- TRM 
populations was similar to that of controls (fig.5B, fig.S5B). 
 Lung TRM seem to be less stable than TRM located in other non-lymphoid tissues (Ely et al., 
2006; Pizzolla et al., 2017; Slütter, Braeckel-budimir, et al., 2017). We thus wanted to confirm these 
results in another experimental system, namely the skin, where TRM populations that are more 
sessile are generated. Following co-transfer with F5-WT and F5-plek-/- cells, we infected recipient 
mice with VV-NP68 by skin scarification to trigger a skin-specific immune response (Hobbs et al., 
2017). Then, six weeks post-infection, we assessed memory CD8 T cell localization into the skin. 
Interestingly, we observed that hardly any F5-plek-/- memory CD8 T cells were present inside the 
skin (fig.5C), emphasizing the impaired capacity of plek-/- memory CD8 T cells to locate within 
non-lymphoid tissues. 
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 As a whole, these results suggest that plek could be crucial for memory CD8 T cell 
localization or maintenance into non-lymphoid tissues. 
Plek does not control cell proliferation nor survival. 
 Altogether, our previous experiments suggest that plek may play a role in CD8 T cell 
generation and tissue localization. To get further insight into the mechanisms involved in these 
processes, we first analyzed whether those observations could be explained by a defect in 
proliferation and/or survival of F5-plek-/- CD8 T cells. To test this hypothesis, we both used CTV 
staining and studied the expression of Ki67 and BCL-2 (which are known markers of cell 
proliferation and survival, respectively) by flow cytometry, at different times and localizations 
following viral infection in vivo. Figure 6 (A to D) shows that neither CTV staining nor Ki67 and 
BCL-2 expression differ between F5-plek-/- and F5-WT effector and memory CD8 T cells. 
Therefore, abnormal cell cycling or increased cell death do not seem to be involved in the impaired 
generation of activated F5-plek-/- CD8 T cells, nor in their reduced occurence within tissues. 
Plek regulates integrin activation. 
 Studies in platelets have shown that plek deficiency results in defective integrin activation 
(Lian et al., 2009), while in fibroblasts, plek over-expression induces cell spreading through integrin 
signaling (Roll et al., 2000). Integrins are heterodimeric molecules, whose binding to their ligand is 
highly increased following activation by inside-out signaling (Hogg et al., 2011). Interestingly, 
several integrins are expressed by CD8 T cells and play key roles in their migration (Evans et al., 
2009), their activation (Kandula and Abraham, 2004; Suzuki et al., 2007; Basu and Huse, 2017) and 
in their proliferation and survival (Giancotti and Ruoslahti, 1999; Ye et al., 2010). Thereby, we next 
investigated whether F5-plek-/- memory CD8 T cells display any defect in the activation of LFA-1, 
an integrin (αLβ2) that is highly expressed by activated CD8 T cells and allows their overall 
migration into inflamed tissues. Activation of LFA-1 was assessed using a flow-cytometry-based 
assay described by Konstandin et al. (Konstandin et al., 2006, 2007). In this "ligand-complex-based 
adhesion assay", F5-WT or F5-plek-/- memory cells were treated with PMA and LFA-1 activation 
was assessed by its binding to fluorescent ICAM-1. Following stimulation, we saw that almost two 
times less F5-plek-/- memory CD8 T cells were able to bind to ICAM-1 (fig.7A). Furthermore, the 
mutant cells that could bind to ICAM-1 had a mean fluorescence intensity reduced by two (fig.7B 
& 7C), meaning that for one given cell, less LFA-1 molecules interacted with their ligand. 
Altogether, we concluded that plek deficiency alters integrin activation following cell stimulation, 
which could lead to the altered generation and/or localization of F5-plek-/- memory CD8 T cells. 
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Discussion: 
 Memory lymphocytes represent a heterogeneous population of cells, despite apparently 
similar phenotypic features. In an attempt to better characterize the quality of memory CD8 T cells, 
a large scale transcriptomic analysis has previously been performed, to compare antigen-specific 
memory CD8 T cells that were, or not, capable of protecting against a lethal viral infection (Brinza 
et al., 2016). In this analysis, the gene encoding Pleckstrin (Plek) was found to be highly expressed 
in memory CD8 T cells compared to naïve cells, as well as in protective versus non-protective 
memory CD8 T cells, a feature further amplified by ex vivo re-stimulation. 
 The quality of memory cells resides in their increased effector potential (Sallusto et al., 
1999; Fann et al., 2006; Brinza et al., 2016), as well as in their modified migratory pattern 
compared to naive cells (Nolz et al., 2011), both properties being imprinted during the effector 
phase of the immune response. In line with this, we could show that plek was up-regulated both in 
effector and memory CD8 T cells, as compared to naïve CD8 T cells, following in vivo infection 
with Vaccinia virus. Our in vitro results indicate that plek expression is mainly regulated by TCR 
engagement. However, plek may not be required during the very first steps of the activation 
process, following TCR stimulation. Indeed, naïve CD8 T cells do not express plek, and F5-plek-/- 
CD8 T cells can be activated and perform their effector functions in vitro. Moreover, plek-/- mice 
were able to mount effector and memory responses that appeared similar to those observed in WT 
mice. Nevertheless, when naive plek-/- CD8 T cells are competing with WT CD8 T cells, they 
generate reduced numbers of effector and memory CD8 T cells, suggesting that Plek could still play 
a role during the expansion phase that optimizes the numbers of effector and memory CD8 T cells 
that are generated. For instance, impairment of both effector and memory cell generation in the 
absence of plek could result from a defect in the proliferation and/or survival of previously 
activated CD8 T cells. However, since no differences in these two processes could be observed so 
far between F5-plek-/- and F5-WT CD8 T cells, this is unlikely the case. Alternatively, one could 
not exclude a specific role for Plek in the generation of memory CD8 T cells. Indeed, the defect 
observed in F5-plek-/- CD8 T cells seems to arise during the effector phase, as decreased numbers of 
CD8 T cells were found from the pic of the adaptive response (day 7) up to the memory phase. 
Considering that memory precursors appear early during the course of a viral response (Kaech et 
al., 2003; Crauste et al., 2017; Herndler-Brandstetter et al., 2018), one possible explanation for our 
observations could be that Plek specifically affects the memory precursor compartment. 
 Interestingly, the generation of effector and memory CD8 T cells is closely related to their 
tissue positioning throughout the differentiation process. Although little is still known about the 
exact nature and localization of specific clues potentially involved in this process, integrins emerge 
as important actors in CD8 T cell responses. As a result, defects in integrin-mediated cell migration 
and activation result in impaired immune responses (Semmrich et al., 2005; Park et al., 2010). 
Indeed, integrins not only control lymphocyte entry and arrest in specific local niches, allowing 
cells to be in contact with appropriate factors, but their downstream signalling is also linked to cell 
activation, proliferation and survival (Giancotti and Ruoslahti, 1999; Evans et al., 2009; Ye et al., 
2010). 
 Moreover, integrins are crucial for the establishment and persistence of TRM populations 
within non-lymphoid tissues. These cells, which are located within peripheral tissues, ensures 
optimal protection against viral and malignant challenges (Gebhardt et al., 2009; Ganesan et al., 
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2017; Nizard et al., 2017; Pizzolla et al., 2017). Central to their function is their capacity to 
establish and persist within non-lymphoid tissues, two processes that are tightly regulated by 
integrin molecules. Following the recruitment of CXCR3+ KLRG1- precursors in the tissue 
(Mackay et al., 2013; Sheridan et al., 2014), the differentiation and establishment of TRM depend on 
the expression of CD103 (αEβ7 integrin). Finally, the long-term maintenance of TRM within 
peripheral tissues relies on their tissue retention, mediated in part through their adhesion to their 
environment, by specific integrins such CD103, VLA-1 (α1β1 integrin), or αvβ6 integrin (Wakim et 
al., 2010; Mackay et al., 2013; Bergsbaken and Bevan, 2015). 
 Interestingly, plek has been demonstrated to be required for integrin activation in platelets 
(Lian et al., 2009), and plek-induced COS cell spreading may depend on integrins (Roll et al., 
2000). Given the role of integrins in optimizing CD8 T cell responses, and the potential link 
between plek and integrins, we decided to investigate whether plek could regulate integrin 
activation and/or responses in memory CD8 T cells. To do so, we performed a "ligand-complex-
based adhesion assay" to assess LFA-1 binding to its ligand ICAM-1 in response to PMA, which 
activates intracellular pathways independently of a specific receptor requirement. Our results shows 
that plek deficiency leads to a defect in integrin activation, both in terms of percentage of 
responding cells and of intensity of binding per cell. The alteration in integrin-mediated cell 
adhesion could have several consequences, including decreased cell extravasation and/or adhesion 
in specific niches within the lymph node or peripheral tissues, which could lead to subsequent 
defects in effector and memory cell generation, localization and/or maintenance within non-
lymphoid tissues, as observed in our in vivo experiments. 
 Nevertheless, despite the well-established role of integrins in the generation and circulation 
of effector and memory CD8 T cells, little is known about the molecular pathways that regulate 
each of these processes. Interestingly, our results suggest that Plek could regulate integrin-mediated 
interactions and signalling during CD8 T cell responses. Besides, the activity of Plek depends on its 
phosphorylation by PKC (Haslam et al., 1979; Connolly et al., 1986), and consists in the regulation 
of PI3K and PLCγ activity in platelets and COS cell line (Abrams et al., 1995, 1996), two enzymes 
involved in CD8 T cell activation and migration. Since PKC itself is a major component of TCR 
and chemokine receptor signalling, and that PLCγ promotes inside-out signalling pathways leading 
to integrin activation downstream of these two receptors, one could speculate that TCR and/or 
chemokine signalling induced by CD8 T cell stimulation could promote integrin activation. As a 
consequence, following CD8 T cell stimulation, the modulation of PI3K and PLCγ activity by Plek 
could affect PIP2 levels at the plasma membrane, which could induce the recruitment and 
reorganization of talin and actin cytoskeleton at the plasma membrane, leading to increased and 
prolonged integrin activation (Sebzda et al., 2002; Hogg et al., 2011). 
 Altogether, our results highlight a role for Plek in very discrete yet specific processes, most 
probably through the regulation of integrins and cell migration and/or positioning following viral 
infection of barrier tissues. Future work should focus on deciphering the molecular mechanisms by 
which Plek regulates the amplitude of CD8 responses both in lymphoid organs and at peripheral 
sites. By acting on specific molecular processes of CD8 T cell responses, the study of Plek brings 
new insights into the molecular mechanisms involved in the expansion phase of CD8 T cell 
responses, and in the establishment of a tissue-specific immune compartment. 
 
Résultats 
184 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1: plek mRNA is up-regulated in effector and memory CD8 T cells. 
(A) Relative plek expression (compared to tbp expression) was analyzed by qRT-PCR in sorted naïve 
(CD44low), B8R-specific effector (CD44hi, day 8 p. i.) and memory (CD44hi, 12 weeks p. i.) CD8 T cells, 
generated by infecting C57Bl/6 mice with VV-NP68. 
(B) Plek expression was assessed by Western Blot, on total protein lysates from sorted F5 naive (CD44low) 
and memory (CD44hi) CD8 T cells. Actin was used as a loading control. 
(C) Relative plek expression (compared to tbp expression) was analyzed by qRT-PCR in sorted F5 memory 
CD8 T cells (CD44hi, generated following infection with VV-NP68 in vivo) re-stimulated or not (resting) with 
10nM NP68 for 4h. 
For qRT-PCR experiments, data are depicted as mean+/-SEM of three technical replicates. 
Data are representative of three mice (A & C) or three (naïve) or four (memory) pooled mice (B) in one 
experiment. 
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Figure 2: plek is induced in response to TCR stimulation. 
Relative plek expression (compared to tbp expression) was analyzed by qRT-PCR in: 
(A & B) F5 naive CD8 T cells stimulated in vitro with 10nM or 100nM NP68 + 10% IL-2 for five days (A) or 
re-stimulated with indicated doses of NP68 for 5h (B). 
(C) Sorted F5 naive (CD44low) and memory (CD44hi) CD8 T cells, re-stimulated for 4h with 10nM NP68 +/- 
10% IL-2 +/- 50ng/mL IL-12 & 10ng/mL IL-18. 
Data are depicted as mean+/-SEM of three technical replicates, and are representative of two (A & C) or 
three (B) independent experiments with one mouse. 
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Figure 3: Plek plays a role in the generation of effector and memory CD8 T cells following viral 
infection. 
F5-WT and F5-plek-/- splenocytes were co-transferred at a 1:1 ratio into WT recipient mice, which were 
subsequently infected with VV-NP68 by intranasal injection. Graphs show the ratio of activated (CD44hi) F5-
WT / F5-plek-/- CD8 T cells at day 7 post infection in indicated organs (A), at different times post infection in 
the blood (B) and in indicated organs during memory phase (week 6 post infection) (C), as assessed by flow 
cytometry. 
Results are depicted as mean+/-SEM and are representative of two (A) or three (B & C) independent 
experiments with groups of at least five mice. 
*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001 (paired t-test). 
 
 
 
 
Résultats 
187 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4: Plek does not regulate memory CD8 T cell phenotype, nor their effector functions. 
F5-WT and F5-plek-/- splenocytes were co-transferred at a 1:1 ratio into WT recipient mice, which were then 
infected with VV-NP68 to generate F5 memory CD8 T cells. 
(A) Proportions of F5-WT and F5-plek-/- TCM (CD44hi CD62Lhi) and TEM (CD44hi CD62Llow) in the spleen at 6 
weeks p. i. were assessed by flow cytometry. 
(B) F5-WT and F5-plek-/- memory CD8 T cells were re-stimulated for 4h with 10nM NP68 and intracellular 
cytokine expression was analyzed by flow cytometry. 
(C) F5-WT and F5-plek-/- memory CD8 T cell cytotoxicity against NP68-loaded EL4 target cells was assessed 
at different T cell to target cell ratios. Following a 4h-co-culture, target cell lysis was measured by flow 
cytometry. 
Results are depicted as mean+/-SEM and are representative of 15 mice in three independent experiments 
(A), of 20 mice in four independent experiments (B) and of four or five pooled mice per group in one 
experiment (C). 
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Figure 5: Plek regulates memory CD8 T cell localization into non-lymphoid tissues. 
F5-WT and F5-plek-/- splenocytes were co-transferred at a 1:1 ratio into WT recipient mice. Hosts were then 
infected with VV-NP68 either intranasally (A & B) or by skin scarification (C) to generate F5 tissue-resident 
memory CD8 T cells in the lung or in the skin, respectively. Memory populations were then analyzed by flow 
cytometry. 
(A & B) Cell localization within the lung was determined using CD45 intravascular staining, to discriminate 
cells in the vasculature (CD45+) from tissue-resident cells (CD45-). Graphs show proportions (A) and TRM 
phenotype (B) of F5-WT and F5-plek-/- memory populations in the lung tissue (compared to proportions in 
the spleen and lung vasculature in A). 
(C) Representative FACS plot (left) and absolute numbers (right) of F5-WT (CD45.1+) and F5-plek-/- 
(CD45.2+) memory CD8 T cells. 
Data show mean+/-SEM and are representative of two (C) or three (A & B) independent experiments with 
groups of four to six mice. 
*: p<0.05; **: p<0.01 (paired t-test). 
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Figure 6: F5-plek-/- CD8 T cells show no impairment in their proliferation nor survival. 
(A) CTV-stained F5-WT and F5-plek-/- splenocytes were co-transferred at a 1:1 ratio into WT recipient mice, 
which were then infected with VV-NP68. Cell proliferation in vivo was assessed four days p. i. in the 
mediastinal lymph node. Data show representative FACS plot of the intensity of CTV staining (left) and 
mean+/-SEM of the proportion of divided cells (right). 
(B) to (D) F5-WT and F5-plek-/- splenocytes were co-transferred at a 1:1 ratio into recipient mice, which 
were then infected with VV-NP68 by intranasal injection. 
Blood was sampled at several times p. i. and the expression of Ki67 (B) and BCL-2 (C) was determined by 
flow cytometry to assess respectively CD8 T cell proliferation and survival. 
(D) At six weeks p. i., spleen and lung were harvested and cell viability staining was performed on memory 
CD8 T cells to evaluate their survival by flow cytometry. Cells in the lung parenchyma were identified using 
CD45 intravascular staining. 
Data show mean+/-SEM and are representative of one (A), two (B & C) or three (D) independent 
experiments with at least five mice per group. 
 
Résultats 
190 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 7: Plek is required for integrin activation. 
F5-WT and F5-plek-/- splenocytes were co-transferred at a 1:1 ratio into recipient mice, which were then 
infected with VV-NP68 to generate F5 memory CD8 T cells. Memory splenocytes were harvested and re-
stimulated for the indicated times with PMA (10ng/mL) to assess: 
(A) The proportions of F5-WT and F5-plek-/- memory CD8 T cells that had bound to fluorescent ICAM-1. 
(B & C) The MFI of ICAM-1-bound cells in one representative sample (B) and in all samples (C). 
Histograms show mean+/-SEM and are representative of ten mice in four independent experiments. 
**: p<0.01; ***: p<0.001 (Two-way ANOVA) 
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Figure S1: plek mRNA is highly expressed in activated CD8 T cells and its expression is induced by 
TCR stimulation. 
Relative plek expression (compared to tbp expression) was analyzed by qRT-PCR in: 
(A & B) Sorted antigen-specific effector CD8 T cells (B8R+ CD44hi, day 8 p.i., A) or sorted F5 memory CD8 T 
cells (CD44hi, week 6 p.i., B) from the spleen and the lung, generated following intranasal injection of 
C57Bl/6 mice with VV-NP68. Cell localization within the lung was determined using CD45 intravenous 
staining, with cells from the vasculature expressing CD45 (CD45+), contrary to tissue-resident cells (CD45-). 
(C) Naive CD8 T cells stimulated in vitro for three days with anti-CD3 (10g/mL) and anti-CD28 (2g/mL), 
and subsequently sorted based on their level of activation (assessed by their expression of CD44). 
Data are depicted as mean+/-SEM of three technical replicates, and are representative of two to five samples 
per condition (A & B), in one (A & C) or three (B) independent experiments. 
und.: undetermined, expression of plek too low to be quantified. 
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Figure S2: Plek-/- immune system shows no defect in steady state, nor after viral infection. 
(A) Absolute cell numbers of immune populations in the spleen of control C57Bl/6 and plek-/- mice were 
analyzed at steady state by flow cytometry. 
(B to E) Control C57Bl/6 and plek-/- mice were infected with VV-NP68 and absolute numbers of immune cell 
populations (in the spleen, B & D) and of antigen-specific (B8R+ CD44hi) CD8 T cells (in indicated organs, C 
& E) were determined by flow cytometry at day 7 p. i. (B & C) and in memory phase (6 weeks p. i.) (D & E). 
Data show mean+/-SEM and are representative of one (A, B & C) or two independent experiments (D & E) 
with four to eleven mice per group. 
iLN: inguinal lymph node, mLN: mediastinal lymph node; BM: bone marrow 
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Figure S3: Plek is involved in the generation of memory CD8 T cells following viral infection. 
F5-WT and F5-plek-/- splenocytes were transferred into separate recipient mice, which were subsequently 
infected with VV-NP68 by intranasal injection. Memory CD8 T cells were then analyzed at 6 weeks p.i. by 
flow cytometry. 
(A) Proportions of F5-WT and F5-plek-/- memory CD8 T cells in the spleen, mediastinal lymph node and 
lung. 
(B) Proportions of F5-WT and F5-plek-/- TCM (CD44hi CD62Lhi) and TEM (CD44hi CD62Llow) in the spleen. 
Data are depicted as mean+/-SEM and are representative of two independent experiments with five mice per 
group. 
*: p<0.05; ***: p<0.001 (unpaired t-test) 
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Figure S4: Plek is not required for lytic granule secretion, nor for CD8 T cell cytotoxicity. 
Following a four-day activation period with 10nM NP68 + 10% IL-2 in vitro, F5-WT and F5-plek-/- blasts 
were: 
(A) Re-stimulated for 4h with 10nM NP68 or 10nM NP3R (a lower-affinity peptide agonist). LAMP-
1/CD107a surface expression by CD8 T cells was then measured by flow cytometry to assess degranulation. 
(B) Co-cultured for 4h with NP68-loaded EL4 target cells, to assess CD8 T cell cytotoxicity. Target cell lysis 
at the indicated CD8 T cell to target cell ratios was measured by flow cytometry.  
Data are depicted as mean+/-SEM and are representative of three mice per group in one (A) or three (B) 
independent experiments. 
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Figure S5: Plek is required for memory CD8 T cell localization into infected tissues. 
F5-WT and F5-plek-/- splenocytes were transferred into separate recipient mice, which were subsequently 
infected with VV-NP68 by intranasal injection. Cell localization within the lung was determined using CD45 
intravenous staining, to discriminate cells in the vasculature (CD45+) from tissue-resident cells (CD45-). 
Proportions (A, left), absolute numbers  (A, right) and TRM phenotype (B) of F5-WT and F5-plek-/- memory 
populations in the lung tissue were assessed by flow cytometry. 
Data are depicted as mean+/-SEM and are representative of two independent experiments with five mice per 
group. 
*: p<0.05 (unpaired t-test) 
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A- Rôle de Plek dans la localisation des LT CD8 effecteurs et mémoires au sein des tissus 
périphériques 
 Dans la partie "résultats principaux" précédente, nous avons mis en évidence que Plek était 
nécessaire pour que les LT CD8 mémoires soient localisés au sein des tissus périphériques préalablement 
infectés, tels que la peau et le poumon. Plusieurs questions découlant de ces résultats restent toutefois en 
suspens, notamment en ce qui concerne les mécanismes à l'origine de ce phénotype. Est-ce que Plek régule 
l'entrée des LT CD8 au sein du tissu infecté dès la phase effectrice, ou est-ce que cette protéine est-elle plutôt 
nécessaire à la génération des TRM tissulaires ? De plus, est-ce que Plek ne pourrait pas également réguler le 
maintien des LT CD8 mémoires au sein des tissus périphériques sur le long terme ? 
 
1- Plek pourrait promouvoir l'entrée et/ou la rétention des LT CD8 effecteurs au sein des tissus infectés 
 Nous avons tout d'abord recherché un éventuel rôle de Plek dans le processus de migration des LT 
CD8 effecteurs vers les tissus infectés. Pour cela, nous avons co-transféré des splénocytes F5-WT et F5-plek-
/- dans des souris receveuses WT, que nous avons infectées avec le virus de la Vaccine par injection intra-
nasale. Sept et douze jours après infection, nous avons ensuite analysé la localisation des LT CD8 F5 
effecteurs au sein du poumon infecté, en réalisant une injection intraveineuse d'anticorps anti-CD45 pour 
nous permettre de discriminer les cellules circulantes (CD45+) des cellules localisées dans le parenchyme 
pulmonaire (CD45-) (Anderson et al., 2014). Nous avons ainsi observé que dès la phase effectrice, les LT 
CD8 F5-plek-/- représentaient moins de 40% de la totalité des cellules F5 présentes dans les différents tissus, 
confirmant le défaut de génération des LT CD8 F5-plek-/- (figure C1A & C1B). De plus, tandis qu'aucune 
différence notable entre les différents organes n'a été observée à jour 7 p.i., nous avons pu voir qu'à jour 12 
p.i., la différence de proportions entre les LTc F5-WT et F5-plek-/- était plus élevée dans le parenchyme 
pulmonaire (ratio F5-WT/F5-plek-/- : 1,79) que dans la vasculature de cet organe (ratio : 1,49) et que dans la 
rate (ratio : 1,47). Ainsi, ces résultats indiquent qu'en plus de réguler la génération des LT CD8 effecteurs, 
Plek pourrait être nécessaire à l'entrée des LTc au sein du parenchyme pulmonaire entre jour 7 et jour 12 post 
infection, et/ou à l'arrêt et au maintien des LTc dans le tissu infecté. 
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Figure C1 : Plek semble être nécessaire à l'entrée des LT CD8 effecteurs dans le parenchyme 
pulmonaire, ainsi qu'au maintien des LT CD8 mémoires dans ce tissu. 
Des splénocytes F5-WT et F5-plek-/- ont été co-transférés à un ratio 1:1 dans des souris receveuses WT, 
infectées avec VV-NP68 par injection intra-nasale. La localisation des LT CD8 F5 au sein du poumon a 
ensuite été étudiée à différents temps post-infection, en réalisant des injections intraveineuses d'anticorps 
anti-CD45 pour discriminer les cellules circulantes (CD45+) des cellules localisées dans le parenchyme 
pulmonaire (CD45-). Les populations ainsi marquées ont ensuite été analysées par cytométrie en flux. 
Les graphiques représentent les proportions de cellules F5-WT ou F5-plek-/- parmi tous les LT CD8 F5 du 
parenchyme pulmonaire, de la circulation sanguine du poumon et de la rate à jour 7 (A) et jour 12 (B) post-
infection, et ces mêmes proportions dans le parenchyme pulmonaire en phase mémoire, aux différents 
temps post-infection indiqués (B). Les barres et les chiffres en grisé représentent le ratio F5-WT/F5-plek-/-. 
Les graphiques représentent la moyenne +/- l'écart-type de cinq souris par condition dans une expérience. 
Les barres et les chiffres en grisé représentent le ratio F5-WT/F5-plek-/-. 
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2- Plek semble être nécessaire au maintien des LT CD8 mémoires au sein des tissus périphériques  
 Bien que ces résultats restent à confirmer, Plek pourrait donc être nécessaire à la migration et/ou à la 
rétention des LT CD8 effecteurs dans le parenchyme pulmonaire après infection virale, influant ainsi 
probablement sur le nombre de TRM présents au sein de ce tissu en phase mémoire. En parallèle, nous avons 
décidé d'étudier l'évolution de ces LT CD8 mémoires tissulaires au cours du temps, pour déterminer si Plek 
pouvait également réguler leur maintien au sein du tissu. De façon similaire aux études précédentes, nous 
avons réalisé des injections intraveineuses d'anticorps anti-CD45 pour identifier les populations de LT CD8 
mémoires localisées dans le parenchyme pulmonaire, et ce à différents temps suivant co-transfert des LT 
CD8 F5 contrôles et mutants puis infection par VV-NP68 (i. e. 6 semaines p.i., 13 semaines p.i. et 7 mois 
p.i.). Nous avons ainsi mis en évidence que la proportion de TRM F5-plek-/- (parmi tous les TRM F5) 
décroissait au cours du temps, passant en moyenne de 37% à 6 semaines à 28% au septième mois après 
infection virale (figure C1C). Ainsi, bien que préliminaires, ces résultats suggèrent que Plek pourrait être 
nécessaire au maintien des LT CD8 mémoires au sein des tissus périphériques tels que le poumon. 
 
B- Rôle de Plek dans la dynamique de l’actine à IS 
1- Observation de conjugués formés entre des LT CD8 et des DC par cytométrie en flux d'image 
 Plusieurs études ont préalablement montré que Plek était impliqué dans la dynamique du 
cytosquelette d’actine dans des lignées cellulaires et dans les plaquettes (Ma and Abrams, 1999b; Lian et al., 
2009). En revanche, bien que plek soit fortement exprimé dans les LT CD8 effecteurs et mémoires, peu de 
choses sont connues sur les fonctions de ce gène dans ces cellules. Nous avons donc décidé de partir à la 
recherche d’un potentiel rôle de plek au niveau du cytosquelette d’actine dans les LT CD8. Comme nous 
l’avons vu dans l’introduction, l’actine joue un rôle majeur dans de nombreux aspects de la biologie des LT 
CD8, notamment au niveau de l’IS, où elle permet l’établissement de cette structure et son fonctionnement 
(e. g. signalisations en aval du TCR, des intégrines…) (Le Floc’h and Huse, 2015). 
Nous avons ainsi décidé de visualiser le cytosquelette d’actine à l’IS, dans des conjugués formés 
entre des cDC chargées en peptide et des lymphocytes F5-WT et F5-plek-/-. Afin d’analyser un nombre 
maximal de doublets (qui ne représentent qu’environ 1% de la suspension cellulaire finale étudiée), nous 
avons décidé d’utiliser la cytométrie en flux d’image pour nos expériences. Toutefois, cette technique n'ayant 
été que très peu utilisée auparavant dans les projets de l'équipe, il a tout d’abord fallu optimiser la préparation 
des doublets (e. g. choix des cDC utilisées, travail en plaque 96 puits, pipetage très doux...) et mettre au point 
le marquage (e. g. choix du protocole de fixation/perméabilisation et utilisation des marqueurs congéniques 
CD45.1/.2 au lieu des marqueurs de surface usuels des LT CD8 et des DC...). 
 Une fois le protocole mis au point, nous avons stimulé des LT CD8 naïfs F5-WT ou F5-plek-/- avec 
du NP68 pendant quatre jours de façon à former des blasts. En parallèle, nous avons généré des cellules 
dendritiques à partir de progéniteurs de moelle osseuse issus de souris WT. Ces deux populations cellulaires 
ont été mises en contact pendant une heure de façon à former des conjugués, qui ont ensuite été récupérés 
puis marqués de façon à quantifier le nombre de conjugués formés et à visualiser l'actine par cytométrie en 
flux d'image (figure C2). 
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Figure C2 : Protocole de génération et d'observation de doublets LT CD8 - cDC par cytométrie en 
flux d'image. 
D'une part, des LT CD8 F5 effecteurs ont été générés in vitro par stimulation avec du NP68 (10nM) et de l’IL-
2 (10%) pendant quatre jours. D'autre part, des cellules dendritiques ont été différenciées in vitro à partir de 
progéniteurs de moelle osseuse de souris WT, puis ont été chargées avec du NP68. Ces deux types cellulaires 
ont ensuite été co-cultivés pendant une heure, de façon à former des doublets cellulaires observables après 
marquage par cytométrie en flux d'image. 
 
 
2- Plek ne régule a priori pas les contacts entre les LT CD8 et les DC 
Premièrement, nous avons quantifié le nombre de conjugués formés en fonction du phénotype des 
LT CD8, F5-WT ou F5-plek-/-. Nous avons ainsi observé que dans la majorité des expériences, moins de 
conjugués étaient formés lorsque les LT CD8 étaient déficients pour Plek (figure C3A). Ces résultats 
suggèrent ainsi que Plek pourrait jouer un rôle dans la mise en place et/ou la stabilité des conjugués. 
Pour confirmer ces données et aller un peu plus loin dans la caractérisation de ce phénomène, nous 
avons alors décidé d'étudier les interactions entre les LT CD8 et les DC en temps réel. Pour cela, nous avons 
comme précédemment généré des LT CD8 effecteurs (F5-WT ou F5-plek-/-) et des DC par des cultures in 
vitro, puis nous avons mis ces cellules en contact et les avons observées pendant 6h en réalisant un time-
lapse au microscope confocal. Les films ont ensuite été analysés et la durée et le nombre de contacts par 
cellule ont été quantifiés. Aucune différence n'a toutefois été observée entre les LT CD8 F5-WT et F5-plek-/- 
ni pour l'une ni pour l'autre de ces mesures (figure C3B). Ces résultats suggèrent ainsi que Plek n'est pas 
nécessaire pour que les LT CD8 interagissent avec les CPA in vitro. 
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Figure C3 : L'activité de Plek ne semble pas avoir d’impact majeur sur les interactions LT CD8 – cDC. 
Les LT CD8 effecteurs et les DC ont été générés et activés selon le protocole présenté figure C2. 
(A) Une heure après la mise en contact des LT CD8 avec les DC, les cellules ont été récupérées, fixées, 
perméabilisées et marquées, puis le nombre de conjugués formés dans chaque condition (F5-WT ou F5-plek-
/-) a été quantifié par cytométrie en flux d’image. 
Le graphique représente le ratio du nombre de conjugués F5-WT sur le nombre de conjugués F5-plek-/-, 
calculé dans chacune des sept expériences indépendantes. 
(B) Suite à la mise en contact des LT CD8 avec les DC, le comportement des cellules a été suivi par 
microscopie confocale en time-lapse pendant six heures. La durée des contacts (gauche) et le nombre de 
contacts établi par cellule (droite) ont ensuite été déterminés à partir d’analyses effectuées sur le logiciel 
Fiji. 
Les graphiques montrent les données poolées obtenues à partir de trois cultures cellulaires indépendantes 
au sein d’une expérience, et chaque point représente un contact. Les graphiques ont été générés à partir de 
l’analyse de 86 LT CD8 F5-WT et 64 F5-plek-/- dans le cas de la durée des contacts, et de 62 LT CD8 F5-WT et 
57 F5-plek-/- dans le cas du nombre de contacts. 
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3- Plek pourrait réguler la localisation et la dynamique de l'actine à l'IS 
3.1) Observation de l'actine à l'IS dans des conjugués LT CD8 - cDC par cytométrie en flux d'image 
 Dans nos expériences de cytométrie en flux d'image (figure C2), en plus de quantifier le nombre de 
conjugués formés, nous avons mesuré l'intensité de l'actine à l'IS. Nous avons ainsi pu observer que dans les 
doublets formés avec des lymphocytes F5-plek-/-, il semblait y avoir moins d'actine à l'IS que dans les 
doublets F5-WT (figure C4A). Pour confirmer cette observation visuelle, nous avons quantifié l'actine 
synaptique en calculant un "ratio d'actine", correspondant à l'intensité de l'actine à l'IS normalisée par 
l'intensité de l'actine totale cellulaire. L'obtention de cette mesure et le calcul de sa valeur moyenne indique 
que les doublets F5-plek-/- comportent effectivement moins d'actine à l'IS que les doublets F5-WT. 
Bien que ces résultats soient très encourageants, il faut toutefois noter qu'ils n'ont été reproduits que 
dans la moitié des expériences réalisées. Ces données sont donc encore préliminaires, et ne permettent 
malheureusement pas de conclure de façon certaine sur l'implication de Plek dans la localisation et la 
dynamique du cytosquelette d'actine à l'IS. 
3.2) Observation de l'actine à l'IS dans des conjugués LT CD8 - DC par microscopie confocale 
Dans les expériences précédentes, nous avons quantifié l'actine à l'IS de doublets LT CD8 - cDC. 
Cependant, cette mesure était effectuée sur la totalité de l'actine totale à l'IS, et correspondait ainsi à la 
somme de l'actine du LT CD8 et de la DC. Bien que les cellules dendritiques utilisées soient toutes de 
phénotype contrôle et ne devraient pas différer entre les doublets avec des LT CD8 F5-WT ou F5-plek-/-, 
l'actine de ces CPA pouvait donc représenter un potentiel biais dans nos expériences et masquer des résultats 
plus conséquents. 
Pour contrer ce problème, nous avons tout d’abord décidé de remplacer les DC par des billes, de 
façon à n'avoir plus que l'actine des LT CD8 à l'IS des doublets formés. La cytométrie en flux d'image 
n’ayant pu donner de résultats conclusifs (du à des problèmes de formation des doublets CD8-billes et de 
détection des billes par la machine, résultats non montrés), nous avons ensuite décidé d'abandonner les billes 
et de passer en microscopie confocale pour obtenir des images de meilleure résolution. De nouvelles mises 
au point ont ainsi été réalisées (e. g. optimisation de la préparation des doublets ; choix du support de 
montage ; choix du protocole de marquage et de fixation/perméabilisation ; formation à l'utilisation du 
microscope confocal...), nous permettant d'obtenir des images de doublets cellulaires formés entre des LT 
CD8 F5-WT ou F5-plek-/- et des cDC, dans lesquels nous pouvons visualiser l'actine (figure C4B). 
Bien que préliminaires, ces expériences ouvrent la voie à de nombreuses perspectives. D'une part, il 
serait intéressant de réussir à optimiser la préparation des doublets cellulaires, pour pouvoir en analyser un 
certain nombre et en tirer des résultats statistiquement significatifs. En parallèle, les marquages pourraient 
être encore améliorés, ce qui nous permettrait de quantifier l'actine au niveau de l'IS de façon fiable. Une fois 
mises en place, ces deux avancées techniques nous permettraient alors de passer à plus forte résolution sur 
d'autres types de microscope (e. g. microscope confocal spinning disk), pour pouvoir observer précisément 
l'organisation et la dynamique du cytosquelette d'actine à l'IS et ainsi détecter un éventuel défaut de ces 
processus en cas d'absence de Plek. 
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Figure C4 : Plek pourrait réguler les réarrangements d’actine à l’IS. 
Les LT CD8 effecteurs et les DC ont été générés et activés selon le protocole présenté figure C2. Une heure 
après la mise en contact des LT CD8 avec les DC, les cellules ont été récupérées, fixées, perméabilisées et 
marquées pour leurs molécules de surface et pour l'actine. 
(A) Observation par cytométrie en flux d'image (x63). Les images sont représentatives des données obtenues 
dans le cas de doublets comprenant des LT CD8 F5-WT ou F5-plek-/-. Les histogrammes représentent 
l’intensité normalisée de l’actine à l’IS (« ratio_actine »), calculée en faisant le ratio de l’intensité de l’actine 
à l’IS sur l’intensité totale de l’actine dans le LT CD8. La valeur « count » indique le nombre de doublets 
finaux analysés, dans lesquels l’intensité normalisée moyenne de l’actine à l’IS a été mesurée (« Geo. 
Mean. »). 
Les résultats sont représentatifs de trois expériences sur six. 
(B) Observation par microscopie confocale (x63). Des images représentatives des observations réalisées sont 
présentées. La barre d’échelle représente 10m. 
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Ainsi, bien que cela reste à confirmer de façon plus précise, Plek pourrait être impliqué dans les 
réarrangements du cytosquelette d'actine à l'IS. Or, comme nous l'avons vu dans l'introduction, l'actine joue 
un rôle majeur au niveau de cette interface LT - CPA en permettant sa mise en place, son maintien et la 
signalisation induite au sein de cette structure (Le Floc’h and Huse, 2015). Ainsi, est-ce que cette potentielle 
altération de l'actine à l'IS ne pourrait pas être à l'origine du défaut de génération des LT CD8 F5-plek-/- en 
cas d'infection virale, que nous avons démontré dans la partie principale des résultats ? Pour répondre à cette 
question, nous avons ainsi décidé d'étudier l'activation des LT CD8 F5-plek-/-. 
 
C- Plek et l'activation des LT CD8 
1- Plek pourrait-il réguler l'activation et la prolifération des LT CD8 ? 
 Comme nous l'avons déjà évoqué, Plek pourrait être impliqué au niveau du cytosquelette d'actine 
(Ma and Abrams, 1999b; Lian et al., 2009). Etant donné le rôle de l'actine dans l'activation des LT CD8 suite 
à l'engagement du TCR (Valitutti et al., 1995; Varma et al., 2006; Babich et al., 2012), ainsi que dans le 
phénomène d'expansion clonale qui en découle (Molina et al., 1993; Trifari et al., 2006), nous avons voulu 
déterminer si Plek pouvait réguler ou non ces phénomènes cellulaires. 
 Dans certaines de nos expériences, nous devions commencer par générer des blasts F5-WT ou F5-
plek-/- en les cultivant pendant plusieurs jours avec du NP68 et de l'IL-2. Pour un certain nombre de ces 
cultures, nous avons pu observer qu'après quatre jours d'activation, le milieu des cellules F5-plek-/- était de 
couleur plus jaune-orangée que le milieu des cellules F5-WT (figure C5A). Ces observations, renforcées par 
les numérations des blasts réalisées en parallèle, nous ont permis de supposer que les cellules mutantes 
avaient été plus activées et/ou avaient proliféré de façon plus importante. 
 En parallèle, l'étude de la prolifération de LT CD8 WT ou plek-/- après stimulation polyclonale a 
montré que les LT CD8 plek-/- semblaient avoir une division d'avance sur les LT CD8 WT (figure C5B). 
 Ainsi, ces résultats suggèrent que Plek pourrait réguler la prolifération des LT CD8 in vitro. 
 Par ailleurs, pour aller plus loin dans la caractérisation de ce phénomène, nous avons étudié l'état 
d'activation des LT CD8 F5-WT ou F5-plek-/- après co-transfert et infection virale in vivo. Nous avons ainsi 
observé que quatre jours après infection, le ganglion lymphatique drainant contenait plus de LT CD8 F5-
plek-/- activés que de LT contrôles activés. Ainsi, bien que préliminaires, ces données suggèrent que Plek 
pourrait réguler l'activation des LT CD8 in vivo. Toutefois, il faut garder à l'esprit que ces résultats restent 
encore à confirmer, d'autant plus qu'aucune différence de prolifération n'a été observée après infection virale 
in vivo, entre des LT CD8 F5-WT et F5-plek-/- marqués au CTV (figure 6, résultats principaux). 
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Figure C5 : Plek pourrait réguler l’activation et la prolifération des LT CD8 F5. 
(A) Des LT CD8 F5-WT ou F5-plek-/- naïfs ont été mis en culture avec du NP68 (10nM) et de l’IL-2 (10%). 
Quatre jours après stimulation, les cultures cellulaires ont alors été observées à l’œil nu. Les photographies 
montrent les résultats obtenus dans le cas d’au moins cinq expériences indépendantes. 
(B) Des LT CD8 WT ou plek-/-, préalablement marqués avec du Cell Trace Violet (CTV), ont été mis en 
culture avec de l’anti-CD3 (5g/mL) et de l’anti-CD28 (2g/mL). Deux jours et demi après le début de la 
stimulation, la prolifération cellulaire a été évaluée par cytométrie en flux. 
L’histogramme (à gauche) est représentatif des résultats obtenus après analyse de l’intensité moyenne de 
fluorescence du CTV, tandis que le graphique (à droite) représente la proportion de cellules en prolifération 
pour chaque condition. 
Les résultats présentés ont été obtenus à partir de l’analyse de cinq ou six souris par groupe, dans trois 
expériences indépendantes. 
(C) Des splénocytes F5-WT et F5-plek-/- ont été co-transférés dans des souris receveuses, qui ont ensuite été 
infectées avec VV-NP68. Quatre jours après infection, le niveau d’activation des cellules (évalué grâce à 
l’expression de CD44) a été analysé dans le ganglion lymphatique drainant. 
Le graphique représente les données obtenues dans le cas d’une expérience sur les deux réalisées. Les 
résultats des LT CD8 F5-WT et F5-plek-/- provenant d’une même souris hôte sont reliés par un trait. 
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2- Plek ne régule pas la voie des MAPK kinases en aval du TCR 
 Etant donné le potentiel rôle de Plek dans l'activation des LT CD8, et l'importance du cytosquelette 
d'actine dans la signalisation TCR (Le Floc’h and Huse, 2015), nous avons supposé que Plek pouvait réguler 
la cascade de signalisation en aval du récepteur T. 
 Pour tester cette hypothèse, nous avons récupéré des LT CD8 mémoires F5-WT et F5-plek-/- générés 
in vivo après infection virale, puis nous les avons restimulés ex vivo avec du NP68 de façon à analyser la 
phosphorylation de ERK par cytométrie en flux. Nous n'avons cependant observé aucune différence entre les 
LT CD8 mémoires F5-WT et F5-plek-/- (figure C6), ce qui suggère que Plek ne serait pas nécessaire à la 
phosphorylation de cette molécule, et donc à l'activation de cette voie de signalisation en aval du TCR. 
 
 D'autres expériences sont désormais nécessaires pour compléter ces résultats préliminaires. Les 
données obtenues nous permettront ainsi de mieux caractériser le rôle potentiel de Plek dans l'activation des 
LT CD8, et d'identifier les processus moléculaires régulés par cette protéine favorisant la génération optimale 
des LT CD8 effecteurs et mémoires en cas d'infection virale. 
 
 
Figure C6 : Plek n’est pas impliqué dans la signalisation TCR aboutissant à la phosphorylation de 
ERK. 
Des splénocytes F5-WT et F5-plek-/- ont été co-transférés dans des souris receveuses, qui ont ensuite été 
infectées avec VV-NP68 de façon à générer des LT CD8 mémoires. Les splénocytes mémoires ont alors été 
récupérés et restimulés avec du NP68 (10nM) pendant 30sec, 1min ou 5min, puis la phosphorylation de ERK 
a été mesurée par cytométrie en flux. 
Les histogrammes montrent l’intensité de fluorescence de la protéine ERK phosphorylée, et sont 
représentatifs des données obtenues pour trois souris au sein d’une expérience. 
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    ● ● ● 
"Le savant n'est pas l'Homme qui 
fournit les vraies réponses, c'est celui 
qui pose les vraies questions." 
(Claude Lévy-Strauss) 
    ● ● ● 
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 Nos travaux de recherche, détaillés dans la partie précédente, nous ont permis de mettre en 
évidence que plek, un gène fortement exprimé dans les LT CD8 effecteurs et mémoires, était 
impliqué dans la génération de ces populations cellulaires après infection par le virus de la Vaccine 
in vivo. De plus, nous avons démontré que Plek jouait un rôle dans la localisation et/ou le maintien 
tissulaire des LT CD8 effecteurs et mémoires, en favorisant leur migration et/ou leur rétention dans 
les tissus infectés (i. e. le poumon et la peau dans notre étude). 
 Par conséquent, étant donné le rôle important joué par Plek dans la mise en place de 
réponses T CD8 optimales, nous pouvons supposer que cette protéine permet une protection 
efficace de l'organisme face aux diverses menaces auxquelles il peut être confronté (e. g. agents 
infectieux, cellules tumorales...). 
 
I- Importance de Plek pour la défense et le maintien de l'homéostasie de l'organisme 
A- Rôle de Plek dans la protection contre les infections et les tumeurs 
 Les LT CD8 sont des acteurs majeurs dans la défense de l'organisme contre les infections 
virales et les cellules tumorales. En particulier, les cellules mémoires fournissent une protection 
rapide et efficace de l'organisme face aux réinfections grâce à leurs propriétés effectrices accrues, 
leur localisation et circulation au niveau de sites stratégiques (i. e. OLS et tissus périphériques), et 
leur capacité à persister dans l'organisme (Schenkel and Masopust, 2014; Jameson and Masopust, 
2018). Nous pouvons donc supposer que si la génération, la localisation et le maintien des LT CD8 
mémoires sont altérés en l'absence de Plek, la lutte contre les pathogènes intracellulaires et les 
tumeurs pourrait être inefficace et entraîner soit des infections chroniques si le virus n'est que 
partiellement éliminé, soit même la mort de l'organisme en présence d'agents infectieux ou de 
tumeurs très robustes. 
 Pour tester cette hypothèse, nous pourrions transférer des LT CD8 F5-WT ou F5-plek-/- dans 
des hôtes WT distincts, que nous infecterions avec VV-NP68 pour générer des cellules F5 
mémoires. Ensuite, nous pourrions réinfecter directement les souris hôtes avec une dose létale de 
pathogène, pour voir si les LT CD8 mémoires F5-WT et F5-plek-/- protègent les animaux receveurs 
de façon équivalente ou non (sachant que les cellules F5-plek-/- sont présentes en plus faible nombre 
dans leurs hôtes). 
 Afin d’étudier spécifiquement l’efficacité des LT CD8 circulants, des nombres équivalents 
de LT CD8 mémoires F5-WT ou F5-plek-/- pourraient être transférés dans des hôtes naïfs séparés, 
avant d’évaluer leur rôle protecteur respectif face à une infection létale de l'hôte. En parallèle, il est 
également probable que la diminution des TRM F5-plek-/- ait par elle-même des conséquences 
néfastes sur la protection de l'organisme. Pour évaluer ce point, une fois les LT CD8 mémoires F5-
WT et F5-plek-/- générés dans des hôtes séparés, nous pourrions éliminer les LT CD8 circulants en 
injectant aux souris un anticorps déplétant anti-CD8 par voie intraveineuse. En infectant ensuite les 
souris hôtes avec une dose létale de pathogène, nous pourrions déterminer si les TRM F5-WT et F5-
plek-/- protègent l'organisme de façon équivalente ou non. 
 De plus, il serait intéressant de réaliser toutes ces expériences avec différents types de 
pathogènes tels que des virus (e. g. Influenza) ou des bactéries intracellulaires (e. g. L. 
monocytogenes). Nous pourrions également comparer les observations réalisées en cas d'infection 
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aigüe (e. g. infection par la souche Armstrong de LCMV) avec les résultats obtenus en cas 
d'infection chronique (e. g. infection par le clone 13 de LCMV), afin d’étudier le rôle de Plek dans 
ces dernières conditions, qui nécessitent des réponses immunitaires maintenues sur le long terme. 
Enfin, nous pourrions également réaliser ces expériences en utilisant des modèles de tumeurs (e. g. 
cellules de mélanome B16). En effet, l'élimination des cellules cancéreuses nécessitant la migration 
et l'infiltration des LT CD8 dans l’environnement tumoral (Galon et al., 2006), il serait intéressant 
d’évaluer la capacité des LT CD8 F5-plek-/- à infiltrer cet environnement particulier et à éliminer les 
cellules cancéreuses. 
 
 Par ailleurs, dans notre étude, nous nous sommes concentrés sur le rôle de Plek dans la 
biologie des LT CD8. Mais est-ce que la délétion de ce gène ne pourrait pas affecter d'autres types 
cellulaires, tels que les LT CD4, dont certains aspects fonctionnels sont proches de ceux des LT 
CD8 ? Des altérations au niveau des LT auxiliaires pourraient avoir des conséquences importantes 
sur les réponses immunitaires, notamment sur les réponses humorales et les réponses T CD8, qui 
nécessitent toutes deux l'intervention des LT CD4 pour une génération et un fonctionnement 
optimal (Castellino and Germain, 2006; Kamperschroer et al., 2006). Des défauts dans l'activation 
et/ou au niveau des réponses effectrices des LT CD4 pourraient ainsi fortement diminuer la 
protection de l'organisme face à divers agents infectieux, comme l'étude de Kamperschroer et 
collègues l'a montré en cas d'infection par le virus Influenza. 
 Pour tester cette hypothèse et étudier un potentiel rôle de Plek dans le fonctionnement des 
LT CD4 et sur les réponses immunitaires qui en dépendent, nous pourrions transférer des LT CD4 
F5-WT ou F5-plek-/- dans des souris hôtes, que nous infecterions ensuite avec différents pathogènes 
viraux ou bactériens. Nous pourrions alors analyser si les LT CD4 auxiliaires sont correctement 
générés en l'absence de Plek, ainsi que mesurer par exemple les taux d'anticorps plasmatiques par 
ELISA pour voir si les réponses humorales sont fonctionnelles. Ces premières expériences nous 
indiqueraient ainsi si d'autres aspects des réponses immunitaires, en plus des réponses T CD8, sont 
également touchés en l'absence de Plek. Ceci affecterait alors grandement le caractère protecteur 
des réponses immunitaires face à une diversité d'agents infectieux. 
 
B- Implication de Plek dans des pathologies humaines 
 Divers types d'analyses génomiques (e. g. GWAS, eQTL),  transcriptomiques (e. g. 
microarrays), et protéomiques ont mis en évidence que l'expression du gène plek était dérégulée 
dans plusieurs maladies inflammatoires humaines. 
 A titre d'exemple, l'expression de plek est fortement augmentée chez des patients atteints de 
sclérose en plaques (Patsopoulos et al., 2011; Sawcer et al., 2011), de maladie cœliaque (Kumar et 
al., 2015; Plaza-Izurieta et al., 2015; Pascual et al., 2016) ou de périodontite (Lundmark et al., 2015; 
Song et al., 2015). De manière intéressante, les LT CD8 jouent un rôle important dans 
l’inflammation générée dans ces contextes, indiquant que l’expression de plek serait également 
induite dans des LT CD8 activés chez l’Homme. 
 A l'opposé, l'expression de la protéine Plek a été montrée comme fortement réduite dans les 
plaquettes de patients atteints de syndrome myelodysplasique (Fröbel et al., 2013). Dans les 
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plaquettes de ces patients, l'activation de l'intégrine αIIbβ3 est diminuée, ce qui suggère un rôle de 
Plek dans ce processus. Ces observations seraient ainsi en accord avec d'autres résultats similaires 
obtenus dans des plaquettes plek-/- (Lian et al., 2009), et avec nos propres données indiquant un 
défaut d'activation des intégrines dans les LT CD8 mémoires. 
 Ainsi, l’expression de plek dans de nombreuses pathologies inflammatoires et chroniques 
suggère que chez l'Homme, ce gène pourrait également participer au bon fonctionnement des 
réponses immunitaires, et par conséquent à la protection et au maintien de l'homéostasie de 
l'organisme. 
 
 
 Le rôle de Plek dans la régulation du système immunitaire, et en particulier des réponses T 
CD8, semble donc important pour protéger efficacement l'organisme contre des infections virales, 
et potentiellement contre d’autres types d'agressions comme des tumeurs ou des maladies 
inflammatoires chroniques. Il serait désormais intéressant d'identifier de façon plus précise les 
mécanismes moléculaires pouvant être régulés par Plek, permettant à cette protéine d'optimiser la 
génération et la localisation tissulaire des LT CD8 effecteurs et mémoires, et ainsi de protéger 
l'organisme. 
  
 
II- Rôle de Plek dans la signalisation intracellulaire des LT CD8 et la génération des LT 
CD8 effecteurs et mémoires 
A- Interaction de Plek avec les voies de signalisation en aval du TCR et de CD28 
 Comme nous l'avons vu dans la partie introductive, la stimulation du TCR et des récepteurs 
co-stimulateurs tels que CD28 induisent diverses cascades de signalisation (figures 19 et 20, p.115 
et 121) (Smith-Garvin et al., 2009; Chen and Flies, 2013; Dieckmann et al., 2016; Esensten et al., 
2016) : 
 Brièvement, la liaison du TCR à l'antigène induit la phosphorylation de la kinase ZAP-70, 
qui à son tour phosphoryle les molécules adaptatrices LAT et SLP-76. Le complexe LAT-SLP-76 
recrute alors notamment la phospholipase PLCγ1, qui hydrolyse le phospholipide membranaire PIP2 
en deux produits : IP3 et DAG. Tandis qu'IP3 induit une augmentation intracellulaire de Ca2+ menant 
à l'activation et à la translocation nucléaire du facteur de transcription NFAT, la génération de DAG 
induit l'activation des kinases PKC, PI3K et MAPK, aboutissant à l'activation des facteurs de 
transcription NF-κB, AP-1 et ATF-2. L'activation de ces dernières kinases est par ailleurs renforcée 
par les voies de signalisation initiées en aval du récepteur co-activateur CD28. 
 Au final, l'activation de ces différentes voies de signalisation suite à l'engagement du TCR et 
de CD28 par leurs ligands module l'expression de nombreux gènes, favorisant entre autres 
l'activation, la prolifération et l'acquisition des fonctions effectrices des LT CD8 activés. Nous 
pouvons supposer que Plek puisse intervenir dans l'une et/ou l'autre de ces voies de signalisation et 
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module les processus cellulaires qui en découlent, permettant ainsi la génération optimale des LT 
CD8 effecteurs et mémoires. 
 
1- Régulation de la signalisation en aval du TCR et de CD28 par Plek 
 La stimulation du TCR et de CD28 induit l'activation de PKC, une enzyme connue pour 
phosphoryler et activer Plek dans les plaquettes (Haslam et al., 1979; Connolly et al., 1986). Il est 
possible que Plek soit également phosphorylée par PKC dans les LT CD8 activés, ce qu'il nous 
faudrait vérifier par Western Blot, sur des lysats protéiques de LT CD8 F5 activés (par NP68 ou par 
anti-CD3 et/ou anti-CD28) et mis en présence ou non d'inhibiteurs de PKC. 
 L'activation de Plek suite à sa phosphorylation par PKC dans les LT CD8 pourrait alors 
influer de diverses manières sur le fonctionnement de la cellule, en agissant notamment sur la 
signalisation TCR. En particulier, il a été démontré dans des lignées cellulaires (cellules COS et 
HEK-293) que Plek inhibait l'activation de PLCγ après activation de ces cellules, bloquant ainsi 
l'hydrolyse des phospholipides membranaires dont le PIP2 (Abrams et al., 1995). Nous pouvons 
ainsi supposer que suite à son activation par PKC, Plek pourrait exercer un rétrocontrôle positif ou 
négatif sur PLCγ. Pour tester cette hypothèse, l’interaction entre Plek phosphorylée et PLCγ, ainsi 
que l’effet activateur ou inhibiteur de Plek sur l’activité de cette phospholipase, pourraient être 
étudiés dans des LT CD8 F5-WT et F5-plek-/- activés. Ceci pourrait être réalisé par des expériences 
de co-localisation en microscopie confocale et de co-immuno-précipitation, et en étudiant l'état de 
phosphorylation de PLCγ (Serrano et al., 2005) et l’hydrolyse des phospholipides membranaires 
dont le PIP2, respectivement. 
 
 Ainsi, en régulant PLCγ et l'hydrolyse des phospholipides membranaires, Plek pourrait agir 
en tant que régulateur des voies de signalisation activées par ces molécules, notamment des voies 
induites par IP3 et DAG. Cependant, comme illustré sur la figure 19 (p.115), celles-ci sont diverses : 
L'action de Plek modulerait-elle alors toute ou partie de cette cascade de signalisation ? 
 Nos analyses préliminaires de la phosphorylation de ERK dans des LT CD8 mémoires 
activés n'ont pas révélé de différence entre les cellules F5-WT et F5-plek-/-, suggérant que Plek ne 
serait pas impliqué dans la voie des MAPK kinases. 
 Alternativement, Plek pourrait réguler d'autres voies de signalisation en aval de PLCγ, telles 
que la voie calcique induite en aval d'IP3, ou les cascades de signalisation induites par PKC (figure 
19, p.115). Pour évaluer ce point, il serait intéressant de comparer l'activité de ces différentes voies 
en présence ou en absence de Plek, et ce de diverses manières : 
 D'une part, nous pourrions étudier l'état de phosphorylation de certaines protéines d'intérêt 
(e. g. PI3K, AKT, JNK...) par Western Blot ou par cytométrie en flux (Krutzik and Nolan, 2003). 
Une analyse plus globale pourrait également être envisagée par cytométrie de masse (CyTOF), pour 
analyser l'état de phosphorylation d'un plus grand nombre de protéines en aval du TCR. Cette 
expérience nous permettrait de détecter des molécules dont l'activité serait altérée en l'absence de 
Plek. 
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 D'autre part, nous pourrions comparer la dynamique des flux calciques entre des LT CD8 
F5-WT et F5-plek-/- activés, par microscopie confocale (Gagnon et al., 2012; Anikeeva et al., 2016) 
ou par cytométrie en flux (Wencker et al., 2014). Nous pourrions également utiliser la cytométrie en 
flux d'image pour étudier les flux calciques et la translocation nucléaire du facteur de transcription 
NFAT (Cerveira et al., 2015). 
 Enfin, PLCγ n'agit pas seulement en tant que phospholipase, mais est également connue 
pour jouer le rôle de facteur d'échange du GDP et GTP (Ye et al., 2002; Litosch, 2015). Nous 
pouvons ainsi envisager que Plek puisse réguler cette activité de PLCγ. Pour élucider ce point, nous 
pourrions par exemple analyser la liaison du GTP à PIKE (une cible de PLCγ) ainsi que l'activation 
de PI3K dans le noyau de LT CD8 F5-WT et F5-plek-/- activés (Ye et al., 2002). 
 Ces différentes analyses pourraient être faites dans diverses conditions de stimulation des 
LT CD8 F5-WT et F5-plek-/- : avec différentes doses de peptide NP68, avec des agonistes partiels 
(e. g. NP3R), en présence de peptides solubles ou présentés par diverses CPA (e. g. DC dérivées de 
progéniteurs de moelle osseuse, qui activent fortement les LT CD8 ; EL4, au potentiel de CPA plus 
faible...). Ces expériences pourraient également être réalisées sur différentes populations de LT 
CD8 F5-WT ou F5-plek-/-, à savoir des cellules mémoires, effectrices, ou naïves. 
 
2- Lien entre Plek, la signalisation TCR/CD28 et la génération des LT CD8 effecteurs et mémoires 
 La voie PI3K-AKT, induite en réponse à l'activation du TCR et de CD28, joue un rôle 
majeur dans la survie cellulaire en induisant l’expression des protéines anti-apoptotiques de la 
famille BCL2 (BCL-xL, MCL1.. ) d’une part, et en inhibant l’activité de protéines pro-apoptotiques 
telles que BAD d'autre part (Boomer and Green, 2010; Manning and Toker, 2017). Il est ainsi 
envisageable que Plek intervienne au niveau de cette voie de signalisation pour réguler la viabilité 
des LT CD8. En effet, dans le cas de la survie, nous avons étudié la viabilité cellulaire seulement à 
partir du quatrième jour post infection, ce qui est peut-être déjà trop tard pour voir une éventuelle 
modification de l'expression des régulateurs de l'apoptose et/ou quantifier les cellules en train de 
mourir. Il serait donc nécessaire de réaliser des expériences à des temps plus précoces après 
activation ou infection des LT CD8 in vitro ou in vivo, pour détecter une potentielle diminution de 
la viabilité cellulaire en l'absence de Plek. En parallèle, il nous faudrait étudier l'activité de la voie 
PI3K-AKT dans des LT CD8 F5-WT et F5-plek-/- activés, pour déterminer si Plek régule cette voie 
et pourrait de cette manière moduler la viabilité cellulaire. 
 Dans le cas où Plek activerait la voie PI3K-AKT, la délétion de ce gène diminuerait l'activité 
de cette voie et limiterait la survie cellulaire. Ce phénomène pourrait ainsi être à l'origine de la 
génération réduite des LT CD8 effecteurs et mémoires après infection. Pour étudier cette hypothèse, 
nous pourrions par exemple étudier l'expression de régulateurs de l'apoptose telles que les 
molécules de la famille BCL-2 (e. g. molécules anti-apoptotiques : BCL-2, BCL-xL, MCL-1, 
BCL2A1 ; ou pro-apoptotiques : BAX, BAD...), ou encore regarder l'état d'activation des caspases 
(e. g. caspase 8, caspase 9, caspase 3...) en analysant leur clivage par Western Blot. 
 A l'inverse, Plek pourrait inhiber la signalisation PI3K-AKT, ce qui aurait également des 
effets délétères sur la génération des LT CD8 mémoires. En effet, l'activation accrue d'AKT en 
l'absence de Plek pourrait renforcer l'activation du complexe mTOR 1, dont l'activité promeut la 
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génération des LTc et limite la différenciation en cellule mémoire (Pollizzi and Powell, 2014; Man 
and Kallies, 2015). Il est alors possible que la différenciation en cellule mémoire soit altérée dans le 
cas où plek est délété, expliquant alors la diminution du nombre de cellules F5-plek-/- en phase 
effectrice (i. e. moins de précurseurs mémoires) et la diminution consécutive des cellules mémoires 
F5-plek-/-. Pour tester cette hypothèse, il serait intéressant d'une part de comparer l'activité de 
mTORc1 dans des LT CD8 F5-WT ou F5-plek-/- activés, pour voir si celle-ci est modifiée en 
l'absence de Plek. D'autre part, nous pourrions distinguer les LT CD8 effecteurs terminaux des 
précurseurs mémoires dans nos analyses, en utilisant par exemple la distinction SLEC/MPEC 
définie par S. Kaech (Kaech et al., 2003) ou la combinaison BCL-2/Ki67 nouvellement décrite 
(Crauste et al., 2017), pour voir si les proportions des précurseurs mémoires sont effectivement 
réduites en phase effectrice lorsque plek est délété. 
 
 Alternativement, Plek pourrait réguler la voie NF-κB, dont l'activation favorise la 
prolifération et la survie des LT (Ferreira et al., 1999). Pour étudier cette éventualité, nous pourrions 
analyser la translocation nucléaire du facteur de transcription NF-κB par cytométrie en flux 
d'image, dans des LT CD8 WT ou plek-/- activés. 
 
3- Plek, signalisation TCR et activité cytotoxique des LT CD8 effecteurs et mémoires 
 Nos résultats ont démontré que Plek ne semblait pas nécessaire aux fonctions effectrices des 
LT CD8 effecteurs et mémoires. Toutefois, ces résultats pourraient être encore à creuser, 
notamment en ce qui concerne le phénomène de cytotoxicité. En effet, nous avons vu dans 
l'introduction que le mécanisme de sécrétion des granules lytiques faisait intervenir deux voies : une 
voie rapide, indépendante du centrosome, et une voie plus lente, nécessitant la polarisation du 
centrosome et des granules lytiques grâce à l'activité de DAG et de PKC (Stinchcombe et al., 2006; 
Bertrand et al., 2013). Il est alors possible que dans les LT CD8 F5-plek-/-, la polarisation des 
granules cytotoxiques soit altérée, mais que la voie rapide soit fonctionnelle et suffise à tuer les EL4 
dans nos tests in vitro. Ainsi, pour réellement exclure un rôle de Plek dans l'activité cytotoxique des 
LTc, des expériences complémentaires sont nécessaires. Par exemple, en plus de regarder par 
cytométrie en flux d'image ou par microscopie la polarisation des granules lytiques (en temps réel 
ou en faisant une cinétique) (Calvo et al., 2018), nous pourrions tester l'activité lytique des LTc F5-
plek-/- in vitro face à des cibles plus résistantes que les EL4. La cytotoxicité des LTc F5-WT et F5-
plek-/- pourrait également être étudiée dans un contexte plus physiologique in vivo, où les cibles 
seraient plus difficiles à localiser et à éliminer, nécessitant alors le déplacement des cellules et la 
sécrétion additionnelle de granules par la voie lente polarisée. 
 
4- Dynamique spatio-temporelle de l'action de Plek 
 Nos expériences de qRT-PCR nous ont permis de montrer que le gène plek n'était pas 
exprimé dans les LT CD8 naïfs, contrairement aux LT CD8 effecteurs et mémoires générés suite à 
une infection virale, dans lesquels l'expression de plek est très élevée. De plus, en restimulant des 
LT CD8 F5 naïfs et mémoires ex vivo avec du peptide NP68, nous avons mis en évidence que plek 
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était rapidement (sur-)exprimé, dès 4h post-activation. Plek agit donc certainement dans les 
premières heures suivant l'activation des LT CD8, une fois que son expression a été induite (pour 
les LT CD8 naïfs) ou augmentée (pour les LT CD8 mémoires, et probablement effecteurs). 
 De plus, il est probable que des voies de signalisation distinctes soient induites en réponse à 
l'activation du TCR dans un LT CD8 naïf et dans un LT effecteur ou mémoire. En effet, ceci 
expliquerait par exemple que la stimulation du TCR à l'IS d'activation induise notamment la 
prolifération et la différenciation du LT CD8 naïf activé, tandis que l'activation de ce récepteur à 
l'IS cytotoxique est majoritairement impliquée dans les fonctions effectrices du LT CD8 (i. e. 
sécrétion des granules lytiques et des cytokines). Ce phénomène pourrait être lié à différents 
facteurs : à l'état de différenciation du LT CD8 (i. e. naïf ou effecteur/mémoire) et à une expression 
génique différentielle dans ces diverses populations ; aux CPA avec lesquelles le LT CD8 interagit 
(i. e. DC ou cellule infectée) ; à l'environnement tissulaire (i. e. ganglion lymphatique ou tissu 
infecté). 
 Ainsi, nous pouvons supposer que l'activité de Plek pourrait être spécifique d'une voie 
induite dans des LT CD8 préalablement activés (i. e. LT CD8 effecteurs précoces ou tardifs, ou LT 
CD8 mémoires). En particulier, il est envisageable que Plek agisse dans les LT CD8 récemment 
activés, une fois qu'elle est exprimée. Ceci expliquerait le potentiel défaut d'activation de ces 
cellules et la génération altérée des cellules effectrices et mémoires en l'absence de Plek, tout en 
justifiant que l'activité effectrice des LT CD8 effecteurs et mémoires ne soit pas affectée. 
 Il nous faudrait alors déterminer les voies moléculaires pouvant être régulées par Plek, qui 
seraient spécifiquement impliquées dans la biologie des LT CD8 récemment activés. Par exemple, 
tandis que les voies en aval de CD28 sont cruciales pour l'activation des LT CD8 naïfs, ces signaux 
co-stimulateurs ne seraient pas impliqués dans les fonctions effectrices des LT CD8 effecteurs et 
mémoires (Chen and Flies, 2013). Ainsi, nous pouvons faire l'hypothèse que Plek pourrait réguler 
une ou plusieurs voies en aval de CD28, telle que la voie PI3K-AKT qui favorise la prolifération et 
la survie des LT. Nous pourrions donc étudier cette voie de signalisation de façon un peu plus 
précise dans des LT CD8 F5-WT et F5-plek-/- activés par de l'anti-CD28, et ce à différents temps 
après activation, pour voir si Plek agit effectivement à son niveau. 
 Toutefois, tandis que le rôle de Plek dans les fonctions effectrices des LT CD8 a été étudié 
dans des expériences réalisées in vitro, en réponse à des signaux antigéniques seuls, le défaut de 
génération des LT CD8 F5-plek-/- a été observé après infection virale in vivo. Et dans ce second cas, 
l'activation des LT CD8 ne fait pas seulement intervenir des signaux antigéniques, mais implique 
également des signaux inflammatoires cytokiniques et chimiokiniques. Nous pouvons donc 
supposer que Plek pourrait réguler des cascades de signalisation induites par ces signaux, comme 
nous allons le discuter maintenant dans le cas des chimiokines et de leurs récepteurs. 
 
B- Rôle de Plek dans la signalisation en aval des récepteurs aux chimiokines 
 Nous avons discuté précédemment le fait que Plek pourrait moduler la voie PI3K en aval du 
TCR et de CD28, afin de réguler la survie et la différenciation des LT CD8. Cependant, nous 
pouvons noter ici qu’il existe différentes isoformes de PI3K exprimées par les LT CD8. En effet, 
tandis que PI3Kδ est principalement impliquée dans la signalisation induite par une stimulation 
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antigénique (Okkenhaug et al., 2002, 2007), PI3Kγ est majoritairement nécessaire à la migration 
des LT CD8 en réponse à des signaux chimiokiniques (mais pourrait également contribuer à 
l'activation des LT CD8 en réponse à la stimulation TCR) (Alcázar et al., 2007; Martin et al., 2008; 
Ladygina et al., 2013). Il est donc envisageable que Plek puisse interagir avec plusieurs isoformes 
de PI3K dans les LT CD8 activés. En particulier, il a été démontré dans des cellules NK qu'en 
réponse à des signaux chimiokiniques, Plek formait un complexe avec G et PI3Kγ à la membrane 
plasmique (Al-aoukaty et al., 1999). Plek pourrait alors inhiber l'activité de cette kinase, comme il 
l'a été mis en évidence dans des plaquettes activées par leurs récepteurs aux protéines G (Abrams et 
al., 1996). 
 Pour éclairer ce point, nous pourrions étudier par microscopie ou co-immuno-précipitation 
l'interaction de Plek avec les différentes isoformes de PI3K exprimées par les LT CD8 (α, β, γ et δ). 
Cette expérience, en plus d'un test fonctionnel de l'activité de ces enzymes et de leurs cibles en 
présence ou en l'absence de Plek, pourrait être faite en réponse à divers types de signaux : 
antigéniques et chimiokiniques. Ceci nous permettrait de voir si selon le stimuli considéré, Plek 
régule ou non les mêmes isoformes de PI3K ; et ainsi de déterminer si Plek pourrait ou non réguler 
différentiellement certains processus cellulaires comme la migration, la prolifération ou la survie 
cellulaire, en fonction des signaux reçus par la cellule (antigéniques ou chimiokiniques). 
 
C- Régulation de l'activation des intégrines et de leur signalisation par la protéine Plek 
1- Régulation de l'activation des intégrines par Plek 
 La liaison des intégrines avec leurs ligands nécessite leur activation préalable par des voies 
de signalisation dites "inside-out", induites en réponse à l'activation du TCR et des récepteurs aux 
chimiokines. Nos expériences ont montré que lorsque plek était délété, l'activation de l'intégrine 
LFA-1 était défectueuse dans des LT CD8 mémoires stimulés par de la PMA in vitro. Il serait 
désormais intéressant de valider et de mieux caractériser ce phénomène en situation plus 
physiologique. 
 D'une part, il serait important d'étudier le motif d'expression (i. e. localisation et organisation 
structurale) et l'activation des molécules LFA-1 à l'IS d'activation formée lors des contacts entre les 
LT CD8 et des CPA, par microscopie à haute résolution en time lapse. 
 D'autre part, il faudrait également étudier par cytométrie en flux l'activation de LFA-1 dans 
les LT CD8 F5-plek-/- après stimulation par des chimiokines solubles in vitro. En parallèle, nous 
pourrions analyser par microscopie confocale la localisation et l'organisation de ces molécules dans 
des LT CD8 en migration in vitro ou in vivo, et observer notamment leur dynamique au niveau des 
adhérences focales. 
 Ces études nous permettraient de déterminer si les molécules LFA-1 sont correctement 
réorganisées et activées lors des processus d'activation et de migration des LT CD8. 
 En parallèle d'une caractérisation plus poussée du défaut d'activation de LFA-1, il serait 
intéressant d'étudier les voies moléculaires par lesquelles Plek pourrait réguler ce processus. Nous 
avons vu dans l'introduction que les voies "inside-out" d'activation des intégrines font intervenir la 
phospholipase PLCγ, la molécule DAG et la petite GTPase RAP1 (Sebzda et al., 2002; Katagiri et 
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al., 2004; Ghandour et al., 2007). Etant donné le lien entre Plek et PLCγ démontré dans des lignées 
cellulaires après activation (Abrams et al., 1995), Plek pourrait, en réponse à la stimulation du TCR, 
agir sur cette phospholipase et ainsi promouvoir la signalisation "inside-out" aboutissant à 
l'activation des intégrines (via l’activation de RAP1). Pour tester cette éventualité, il faudrait étudier 
l'activité de PLCγ et l'activation de RAP1 dans des LT CD8 F5-plek-/- stimulés par exemple par de 
la PMA, pour voir si cette voie de signalisation est réellement défectueuse lorsque plek est délété. 
L'étude de l'activité des différents acteurs de cette voie nous permettrait en plus de déterminer à 
quel niveau de cette signalisation Plek pourrait intervenir. Alternativement, nous pourrions focaliser 
nos analyses sur d'autres molécules connues pour intervenir dans ces voies "inside-out" d'activation 
des intégrines, telles que ADAP, SKP55 ou ZAP-70 (Kliche et al., 2006; Au-Yeung et al., 2010). 
 
2- Plek, intégrines et activation des LT CD8 naïfs 
 L'activation et la réorganisation de LFA-1 à l'IS d'activation a été montrée comme nécessaire 
à une activation optimale des LT CD8 naïfs, et notamment à leur expansion clonale et à l'acquisition 
de leurs fonctions effectrices (Rutigliano et al., 2004). Ce rôle co-stimulateur de LFA-1 repose 
probablement sur divers mécanismes : la modulation directe des voies en aval du TCR, par exemple 
de la voie des MAPK kinases dont la signalisation est prolongée en présence de LFA-1 (Li et al., 
2009) ; les forces mécaniques exercées à l'IS par les molécules d'intégrines, pouvant notamment 
diminuer le seuil d'activation du TCR (Basu and Huse, 2017) ; le maintien du contact entre le LT 
CD8 et la CPA, pouvant renforcer l'activation du LT. 
 Ainsi, en promouvant l'activation de LFA-1, Plek pourrait réguler les voies de signalisation 
induites dans des LT CD8 récemment activés, ainsi que leur expansion clonale, grâce à une 
signalisation TCR prolongée permise par LFA-1 activée (Li et al., 2009). Pour tester cette 
hypothèse, nous pourrions : 
 Premièrement, étudier l'activation de différentes voies en aval du TCR (e. g. analyse de 
l'activation d'AKT, PKC, JNK, ERK par Western Blot ou Phospho-flow) dans des LT CD8 naïfs 
F5-WT et F5-plek-/- activés par du peptide NP68, et ce à différents temps courts (i. e. quelques 
minutes) et longs (i. e. 12h, 24h) après stimulation. Ceci nous permettrait de voir si l'activité de ces 
différentes voies de signalisation peut être maintenue ou non plusieurs heures après activation, en 
l'absence de Plek. 
 Si un défaut de maintien de la signalisation est effectivement observé chez les LT CD8 F5-
plek-/-, nous pourrions étudier l'activation de LFA-1 dans les mêmes conditions, pour voir si 
l'activation de cette intégrine est défectueuse ou non et pourrait, si c'est le cas, expliquer le défaut de 
maintien de la signalisation TCR. 
 En parallèle, il serait également intéressant d'étudier l'expression de Plek aux différents 
temps après stimulation antigénique par Western Blot, pour voir si cette protéine est bien exprimée 
aux moments où les défauts de signalisation et d'activation des intégrines sont observés, et pourrait 
ainsi être responsable des phénomènes considérés. 
 Par ailleurs, en favorisant l'activation de LFA-1 et les mécanismes d'adhérence cellulaire, il 
est probable que Plek renforce l'activation des LT CD8 en permettant l'établissement d'un contact 
stable et prolongé avec la CPA. Pour valider cette hypothèse, il serait intéressant de mieux 
caractériser le nombre et types de contacts formés par les LT CD8 F5-WT ou F5-plek-/- avec les DC 
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(i. e. synapses ou kinapses), bien que les rôles respectifs de ces structures dans l'activation, la 
prolifération et la différenciation des LT CD8 naïfs soient encore mal caractérisés et débattus 
(Moreau et al., 2016; Mayya et al., 2018). Des résultats préliminaires indiquent que l'absence de 
Plek ne modifierait pas les interactions entre ces deux types cellulaires. Néanmoins, des expériences 
complémentaires sont nécessaires pour confirmer ces résultats, et pourraient être réalisées in vitro 
et/ou in vivo, et dans ce second cas en utilisant par exemple la nouvelle technique LIPSTIC (Esser-
Kahn, 2018). Selon les données obtenues, nous pourrions alors orienter nos travaux de recherche 
vers une meilleure caractérisation de ces contacts, des mécanismes moléculaires sous-jacents et de 
leurs conséquences potentielles sur les réponses T CD8 mises en place. Ou alors, celles-ci nous 
pousseront à la recherche d'un autre processus (e. g. altération de la signalisation en aval du TCR 
et/ou de CD28 ; défaut d'initiation/de maintien de la prolifération ; modification de la viabilité 
cellulaire...) pouvant expliquer la génération altérée des LT CD8 effecteurs et mémoires F5-plek-/-. 
 
3- Relation entre Plek, l'activation de LFA-1 et la survie cellulaire 
 L'activation de LFA-1 induit des voies de signalisation impliquées dans la survie des LT 
CD8 (Giancotti and Ruoslahti, 1999; Ye et al., 2010). Nous pouvons ainsi supposer qu'un défaut 
d'activation de cette intégrine dans les LT CD8 F5-plek-/- activés pourrait entraîner une 
augmentation de leur mortalité, ce qui pourrait être à l'origine du défaut global de génération des LT 
CD8 effecteurs et mémoires F5-plek-/- observé dans nos expériences. Pour tester cette hypothèse, 
nous pourrions étudier l'expression de BCL-2, ainsi que l'activation de la caspase-8 et de la cycline 
D (trois molécules impliquées dans les mécanismes de survie induits par les intégrines, Giancotti 
and Ruoslahti, 1999; Ye et al., 2010), dans des LT CD8 F5-WT et F5-plek-/-, à différents temps post 
activation in vitro ou post infection virale in vivo. 
  
 
 Ainsi, Plek pourrait agir au niveau de la signalisation moléculaire en aval du TCR, de CD28, 
et/ou des récepteurs aux chimiokines, en régulant probablement l'activité d'enzymes telles que PLCγ 
et certaines isoformes de PI3K. En conséquent, Plek modulerait certaines voies de signalisation 
dépendant de l'activité de ces enzymes et du métabolisme des PIP membranaires (e. g. voie PI3K-
AKT-mTOR, signalisation "inside-out" d'activation des intégrines...), et pourrait de cette manière 
réguler divers processus cellulaires tels que l'activation, la survie, la différenciation, ou encore 
l'adhérence des LT CD8. 
 Par ailleurs, les voies de signalisation induites en aval de ces récepteurs conduisent toutes à 
des réarrangements du cytosquelette d'actine (Samstag et al., 2003; Klemke et al., 2010; Le Floc’h 
and Huse, 2015). Ainsi, Plek, en régulant l'activité de ces différentes voies, pourrait agir 
indirectement sur les réarrangements de l'actine dans les LT CD8 activés. 
 En parallèle, et comme il l'a déjà été suggéré suite à des expériences sur des lignées 
cellulaires (Ma and Abrams, 1999a, 1999b), il est envisageable que Plek agisse directement (i. e. 
indépendamment des voies de signalisation précédentes) sur le cytosquelette d'actine dans les LT 
CD8 pour réguler sa dynamique. 
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 Il serait ainsi intéressant de déterminer si Plek est capable de réguler directement ou 
indirectement les réarrangements du cytosquelette d'actine, et d'identifier les voies moléculaires 
impliquées dans ce processus. 
 
 
III- Rôle de Plek dans la dynamique du cytosquelette d'actine 
A- Régulation de la dynamique de l'actine à l'IS par Plek, et implication dans l'activation 
des LT CD8 
 Pour étudier le rôle de Plek sur l'actine, nous avons commencé par analyser cet élément du 
cytosquelette au niveau de l'IS entre des LT CD8 activés et des DC. Nos analyses par cytométrie en 
flux d'image ont mis en évidence une possible réduction de l'actine à l'IS entre les DC et les LT 
CD8 F5-plek-/-, suggérant que Plek pourrait être impliqué dans les réarrangements synaptiques de 
l'actine. Ces résultats pourraient être confirmés par microscopie à haute résolution (e. g. 
microscopie à super-résolution en 4D, microscopie à feuillet de lumière) pour visualiser de façon 
précise l'organisation de l'actine à l'IS. Nous pourrions notamment observer l'IS à la fois de profil 
(pour voir si l'actine y est bien concentrée) et de face (pour voir la réorganisation de l'actine à l'IS et 
son organisation finale en anneau au dSMAC), en suivant si possible la dynamique de l'actine en 
temps réel lors des premières minutes de l'interaction entre les LT CD8 et les CPA, comme il l'a été 
fait dans le cas des images présentées figure 25. Ceci nous permettrait de caractériser plus 
précisément les potentiels défauts de réarrangements de l'actine à l'IS des LT CD8 F5-plek-/-. 
 En outre, la dynamique de l'actine joue un rôle crucial dans l'activation des LT CD8 en 
réponse à l'activation du TCR par l'antigène (Valitutti et al., 1995; Varma et al., 2006; Babich et al., 
2012), et dans le phénomène d'expansion clonale qui en découle (Molina et al., 1993; Trifari et al., 
2006). Un lien entre les possibles défauts de réarrangements de l'actine à l'IS et la génération 
diminuée des LT CD8 activés F5-plek-/- est donc probable et important à étudier. Toutefois, la 
relation entre ces deux phénomènes sera difficile à complètement dissocier sur le plan expérimental 
d'autres processus cellulaires tels que l'activation du TCR, des intégrines et les voies qui en 
découlent, étant donné les interactions réciproques existant entre ces phénomènes moléculaires et le 
cytosquelette d'actine. 
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Figure 25 : Visualisation de face ou de profil de l'actine à l'IS 
 Observation par time lapse au microscope spinning disk d'un LTc entrant en contact avec une 
cellule cible (EL4, en rouge), et visualisé de profil (i) ou de face (ii). L'actine est visualisée en vert, les noyaux 
en bleu, tandis que le point rouge représente le centrosome. 
Le temps suivant le début du contact entre le LTc et la cellule cible est exprimé en minutes. La barre 
d'échelle représente 5µm (i) ou 3µm (ii). 
(Images tirées de Ritter et al., 2015) 
 
B- Mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation de l'actine par Plek 
 Des études réalisées dans des plaquettes activées ont démontré que Plek ne liait pas 
directement l'actine (Sasaki et al., 1989). Nous pourrions vérifier si cela est également le cas dans 
les LT CD8 activés, par exemple en regardant par microscopie si ces deux protéines sont co-
localisées dans ces cellules, et/ou en analysant la liaison de Plek à l'actine par des expériences de 
co-sédimentation (Heier et al., 2017). 
 Si Plek ne lie effectivement pas directement l'actine, plusieurs molécules pourraient alors 
être impliquées dans les réarrangements d'actine induits par cette protéine. 
 Tout d'abord, Ma et collègues ont démontré que les réarrangements de l'actine induits par 
Plek dans les cellules COS dépendaient de la RHO GTPase RAC1 (Ma and Abrams, 1999b). Par 
ailleurs, la petite GTPase CDC42 pourrait également être un candidat intéressant, dans la mesure où 
cette protéine est également impliquée dans la réorganisation de l'actine en réponse à l'activation du 
TCR et des récepteurs aux chimiokines (Gomez and Billadeau, 2008). Ainsi, pour étudier une 
potentielle implication de l'une et/ou l'autre de ces GTPases dans les réarrangements d'actine induits 
par Plek, nous pourrions premièrement rechercher une interaction entre Plek et ces RHO GTPases 
par microscopie et par co-immuno-précipitation. Nous pourrions également étudier l'activité de ces 
GTPases dans des LT CD8 F5-WT et F5-plek-/- en cours de migration ou en contact avec des DC, 
ou alors activer ces molécules de manière constitutive pour voir si cela compense l'absence de Plek. 
 Par ailleurs, étant donné l'interaction possible entre Plek et PI3Kγ (Abrams et al., 1996; Al-
aoukaty et al., 1999) et la capacité de cette kinase à activer RAC1 (Innocenti et al., 2003; Le Floc’h 
and Huse, 2015), il serait intéressant d’étudier si Plek pourrait activer RAC1 via PI3K. 
Alternativement,  nous pourrions également étudier les effets de Plek sur le facteur d'échange du 
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GTP VAV1, connu pour son implication dans l'activation des RHO GTPases et les réarrangements 
d'actine (Gomez and Billadeau, 2008). En l’absence d’activation, VAV1 est associé aux PIP 
membranaires et inactif. Plek, en liant les PIP membranaires avec son domaine PH (Ma et al., 
1997), pourrait ainsi réguler l'activité de ce facteur d'échange (en libérant VAV1 des PIP, ce qui 
lèverait son inhibition) et induire la réorganisation du cytosquelette d'actine. Pour tester cette 
hypothèse, il serait intéressant de rechercher une éventuelle co-localisation entre Plek, VAV1 et les 
PIP dans des LT CD8, par exemple in vitro à différents temps après activation par de l'antigène 
soluble, des CPA ou des chimiokines. Nous pourrions également analyser l'activation de VAV1 en 
regardant son état de phosphorylation par Western Blot. 
 Enfin, nous pourrions étudier les liens entre Plek et d'autres molécules associées à l'actine. 
Nous pourrions par exemple nous focaliser sur la cofiline, dont le rôle majeur dans la 
dépolymérisation de l'actine (Wioland et al., 2017) a été montré comme nécessaire à la migration 
des LT (Klemke et al., 2010) et des cellules tumorales (Yamaguchi et al., 2005; Yap et al., 2005). 
Une hypothèse probable à tester serait que Plek, en liant le PIP2 membranaire, pourrait libérer la 
cofiline et ainsi lever son inhibition (Yonezawa et al., 1990), entraînant des réarrangements de 
l'actine. 
 
 
 Ainsi, en agissant probablement au niveau de processus intracellulaires spécifiques faisant 
intervenir le TCR et CD28, les récepteurs aux chimiokines, les intégrines et/ou l'actine, Plek régule 
l'activation des LT CD8 et la génération de LT CD8 effecteurs et mémoires. 
 Toutefois, ces différentes molécules et voies de signalisation associées favorisent aussi la 
migration des LT CD8 et dans leur établissement au sein du tissu. Il est donc probable que Plek 
régule également la localisation tissulaire des LT CD8 effecteurs et mémoires après infection virale 
en intervenant dans l'un et/ou l'autre de ces mécanismes moléculaires. 
 
 
IV- Rôle de Plek dans la localisation tissulaire des LT CD8 effecteurs et mémoires 
A- Rôle de Plek dans la migration des LT CD8 activés et dans leur établissement dans les 
tissus périphériques infectés 
1- Plek, chimiokines, et migration cellulaire vers le site de l'infection 
1.1) Lien entre Plek, la signalisation en aval des récepteurs aux chimiokines et la migration 
cellulaire 
 Nous avons discuté précédemment du fait que Plek pourrait réguler l'activité de PI3Kγ (ou 
d'autres isoformes de PI3K) en réponse à l'activation des récepteurs aux chimiokines. Or, 
l'activation de PI3K et la génération de PIP3 induit des réorganisations du cytosquelette d'actine à 
l'avant de la cellule, et la formation de prolongements cellulaires impliqués dans la migration du LT 
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CD8 (Goley and Welch, 2006; Faroudi et al., 2010; Cotta-de-Almeida et al., 2015; Luan et al., 
2018). 
 Dans le cas où Plek activerait PI3Kγ en réponse aux signaux chimiokiniques, une délétion 
de ce gène pourrait ainsi conduire à un défaut de cette voie et des déplacements cellulaires qui en 
découlent, ce qui expliquerait alors le rôle possible de Plek dans la migration et l'entrée des LT CD8 
dans les tissus périphériques. 
 A l'inverse, il se pourrait que Plek inhibe PI3K en réponse à des stimuli antigéniques et/ou 
chimiokiniques. Dans ce cas, l'action de Plek pourrait limiter la migration des LT CD8 en réponse 
aux signaux rencontrés au sein du tissu, et ainsi favoriser leur arrêt et maintien à cet endroit pour y 
éliminer les cellules infectées. 
 
1.2) Une action de Plek spécifique de la migration vers les tissus périphériques inflammés 
 Ainsi, Plek pourrait réguler la migration et/ou la rétention des LT CD8 au sein des tissus en 
interagissant avec une ou plusieurs isoformes de PI3K et en modulant leur activité. Toutefois, 
certains points restent à éclaircir à ce propos. PI3K est a priori une enzyme "généraliste", induite 
suite à la stimulation de tous les récepteurs aux chimiokines. Par conséquent, si Plek cible PI3Kγ 
comme nous l'avons suggéré, comment expliquer que seule la migration des LT CD8 activés vers 
les tissus périphériques infectés soit affectée, et pas la migration de ces cellules vers les OLS 
comme les ganglions lymphatiques par exemple ? 
 Une première hypothèse, suggérée par le fait que les isoformes α et β de PI3K soient 
différentiellement exprimées en réponse à certains récepteurs tyrosine kinase (Hooshmand-Rad et 
al., 2000), pourrait être que PI3Kγ ne soit en fait pas nécessaire pour induire la migration cellulaire 
en réponse à tous les récepteurs aux chimiokines, mais serait plutôt principalement induite et active 
en réponse à des chimiokines inflammatoires. 
 Par ailleurs, nous pouvons supposer que Plek n'agisse pas seulement sur PI3K, mais 
également sur d'autres molécules induites spécifiquement en réponse à certains récepteurs aux 
chimiokines (impliqués dans la migration vers les tissus infectés), qu'il serait alors intéressant de 
d'identifier. Pour cela, nous pourrions par exemple commencer par étudier in vitro  la migration de 
LT CD8 F5-WT et F5-plek-/- en réponse à diverses chimiokines inflammatoires ou homéostatiques, 
tissu-spécifiques ou non, et voir si nous observons des défauts spécifiques de certains de ces 
signaux lorsque plek est délété. Il nous faudrait alors nous renseigner sur les voies de signalisation 
en aval des récepteurs aux chimiokines identifiés, pour identifier des molécules que nous pourrions 
cibler dans la suite de nos analyses. 
 Enfin, il est également envisageable que Plek n'agisse pas seulement en aval des récepteurs 
aux chimiokines pour permettre la localisation tissulaire des LT CD8, mais régule la signalisation 
en aval d'autres molécules. Comme nous l'avons déjà supposé, Plek pourrait par exemple réguler 
l'isoforme δ de PI3K en aval du TCR, et ainsi favoriser la localisation des LT CD8 spécifiquement 
dans les tissus infectés, en réponse aux signaux antigéniques produits au niveau du site de 
l'infection (Jarmin et al., 2008). Par ailleurs, Plek pourrait également moduler la signalisation en 
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aval d'autres molécules impliquées dans ces phénomènes de tropisme tissulaire, telles que les 
intégrines. 
 
2- Plek, intégrines et localisation des LTc dans les tissus inflammés 
2.1) Lien entre Plek, LFA-1 et l'entrée et/ou la rétention des LTc au site de l'infection 
 Dans nos expériences in vivo, nous avons observé une diminution des LT CD8 plek-/- dans 
le parenchyme pulmonaire à jour 12 post infection par VV-NP68, ce qui n'était pas le cas au 
septième jour post infection. Ceci suggère que les LT CD8 F5-plek-/- seraient capables d'entrer dans 
le tissu pulmonaire, du moins au début de la phase effectrice. De plus, certaines données de la 
littérature indiquent que LFA-1 favorise la rétention des LT CD8 effecteurs dans le poumon 
enflammé (Thatte et al., 2003). Nous pouvons ainsi supposer que Plek, en promouvant l'activation 
de LFA-1, permet aux LT CD8 effecteurs d'adhérer au tissu pulmonaire environnant et ainsi de se 
maintenir au sein du tissu. Pour tester cette hypothèse, il nous faudrait tout d'abord confirmer que 
Plek est nécessaire à l'activation de LFA-1 dans des LT CD8 effecteurs. Ensuite, nous pourrions 
réaliser un test de Stamper-Woodruff pour évaluer la capacité de LT CD8 effecteurs F5-WT et F5-
plek-/- à adhérer à des cryo-sections de poumon (Thatte et al., 2003). Il serait également intéressant 
de réaliser des expériences in vivo, et de comparer par des techniques d'imagerie (e. g. microscopie 
bi-photonique en intra-vital) le temps de résidence de ces deux populations de LTc dans le poumon 
infecté. 
 Si ce rôle de Plek dans la rétention tissulaire des LTc médiée par LFA-1 est avéré, il serait 
intéressant de le mettre en lien avec les résultats parallèlement obtenus dans notre étude du rôle de 
Plek en aval des récepteurs aux chimiokines. En effet, nous avons envisagé que Plek puisse inhiber 
PI3Kγ. Si cela est exact, Plek régulerait alors la localisation tissulaire des LT CD8 activés à la fois 
en inhibant leur migration au sein du tissu et en augmentant leur adhérence au milieu environnant, 
ce qui favoriserait au final l'arrêt et le maintien des LTc dans le tissu. Plek régulerait ainsi l'équilibre 
entre les phénomènes d'adhérence et de migration cellulaire, comme il l'a par ailleurs été démontré 
pour la kinase WNK1 (mais qui elle, à l'inverse, inhibe l'adhérence et promeut la migration, Köchl 
et al., 2016). 
 
2.2) Etablissement des LTc dans les tissus inflammés par la régulation d'intégrines spécifiques 
par Plek 
 Dans nos expériences, nous avons observé un défaut de localisation des LT CD8 F5-plek-/- 
uniquement dans les tissus périphériques tels que la peau et le poumon, et pas dans les OLS. Il est 
donc envisageable que Plek régule l'adhérence cellulaire uniquement dans des milieux inflammés et 
lâches, dans lesquels les déplacements cellulaires nécessitent la présence d'intégrines (Richter et al., 
2007; Overstreet et al., 2013) (ce qui n'est pas le cas au sein d'environnement très denses tels que le 
ganglion lymphatique, Lämmermann et al., 2008; Woolf et al., 2007). Pour confirmer cette 
hypothèse, l'effet de Plek sur l'adhérence et la migration cellulaire pourrait être étudié par vidéo-
microscopie, dans différents systèmes de migration in vitro : surfaces simplement coatées avec des 
ligands d'intégrines ou une fine couche de matrigel (i. e. équivalent à un milieu en deux dimensions, 
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tels que les tissus inflammés) ; surfaces recouvertes d'une épaisse couche de matrigel (mimant un 
milieu 3D, comme le ganglion lymphatique) (Klemke et al., 2010). 
 De plus, les voies moléculaires d'activation des intégrines étant a priori communes à toutes 
ces molécules, il est possible que l'action de Plek ne soit pas spécifique de LFA-1, mais participe 
également à l'activation d'autres intégrines impliquées dans la migration vers les tissus inflammés. 
 Pour étudier cette éventualité, nous pourrions ainsi analyser l'activation de diverses 
intégrines, telles que les intégrines α1 et α4, ou les intégrines αE et α7, impliquées respectivement 
dans la migration vers le poumon ou vers la peau. Ces expériences pourraient être réalisées in vitro, 
après stimulation de LT CD8 effecteurs ou mémoires F5-WT ou F5-plek-/- par de la PMA ou des 
chimiokines. 
 Par ailleurs, l'intégrine CD103 joue un rôle majeur dans l'établissement des TRM au sein de 
nombreux tissus périphériques comme la peau (Mackay et al., 2013), ainsi que dans le recrutement 
des LT CD8 activés vers des tumeurs pulmonaires (Boutet et al., 2016). Etant donné les résultats de 
nos expériences montrant un diminution des LT CD8 mémoires F5-plek-/- dans le poumon et dans la 
peau, nous pouvons supposer que Plek pourrait réguler l'activation de cette intégrine en réponse à 
des signaux antigéniques (ceux-ci étant nécessaires à l'établissement des TRM du poumon, et 
probablement aussi de la peau, Khan et al., 2016; McMaster et al., 2018). Il serait donc intéressant 
d'étudier l'activation de CD103 dans des LT CD8 effecteurs F5-WT et F5-plek-/- stimulés par de la 
PMA ou par leur antigène NP68, pour déterminer si Plek pourrait effectivement être nécessaire à 
l'établissement des TRM en régulant l'activité de CD103. 
 
3- Rôle de Plek et de l'actine dans la migration des LTc vers les tissus infectés 
 Nos résultats ont suggéré que Plek pourrait être impliqué dans les réarrangements du 
cytosquelette d'actine à l'IS. Or, étant donné que la réorganisation de l'actine à l'IS fait intervenir les 
mêmes facteurs que ceux permettant les réarrangements impliqués dans la migration cellulaire (e. g. 
CDC42, WASp, ARP2/3, cofiline...), il est probable que Plek puisse également réguler la 
dynamique de l'actine dans les LT CD8 activés en cours de migration. Pour tester cette hypothèse, 
nous pourrions réaliser des expériences de microscopie en temps réel, in vitro et in vivo, pour 
comparer la dynamique de l'actine dans des LT CD8 F5-WT et F5-plek-/- en mouvement et voir si 
certaines de ses caractéristiques (e. g. localisation de l'actine dans la cellule, dynamique du flux 
rétrograde d'actine...) pourraient être modifiées en l'absence de Plek. 
 De plus, comme nous l'avons vu précédemment, la migration cellulaire repose sur des 
changements morphologiques de la cellule, tels que la formation de lamellipodes ou de filopodes, 
dont la mise en place met en jeu des réarrangements de l'actine régulés par des protéines spécifiques 
(e. g. formines pour les filopodes, ARP2/3 pour les lamellipodes, RHO-A pour l'uropode...). Il serait 
donc intéressant d'étudier in vitro la mise en place de ces structures morphologiques, pour voir si 
leur formation est altérée ou non en l'absence de Plek. 
 Ensuite, il est probable que si des défauts dans la dynamique de l'actine et/ou dans la 
morphologie des cellules en migration sont détectés lorsque plek est délété, la migration des LT 
CD8 soit affectée. Pour étudier ce point, nous pourrions comparer la migration de LT CD8 activés 
F5-WT et F5-plek-/- in vitro ou in vivo, en les observant en temps réel par microscopie, pour voir si 
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certains aspects des déplacements cellulaires diffèrent entre ces deux types cellulaires (e. g. vitesse, 
directionnalité, nombre et durée des pauses...). 
 Toutes ces expériences nous permettraient ainsi de mettre en évidence un possible rôle de 
Plek dans la dynamique de l'actine et le processus de migration cellulaire associé. Le cas échéant, il 
serait alors probable que ce phénomène soit, au moins en partie, à l'origine du défaut de localisation 
tissulaire des LTc observé lors de nos expériences d'infections virales in vivo. 
 
4- Une potentielle régulation de la migration des LTc par des interactions entre Plek, l'actine et les 
intégrines 
 De nombreux liens réciproques ont été démontrés entre le cytosquelette d'actine et les 
molécules d'intégrines, et ce notamment lors des déplacements cellulaires. En effet, les flux d'actine, 
via les forces de tension qu'ils génèrent à la membrane, sont d'une part nécessaires à l'activation des 
molécules LFA-1 au cours de la migration cellulaire (Lek et al., 2013; Nordenfelt et al., 2016). 
D'autre part, l'activation de LFA-1 induit le recrutement de la paxilline et de la kinase FAK, qui 
favorisent l'activation des petites RHO GTPases et la polymérisation de l'actine dans les cellules en 
migration (Samstag et al., 2003; Parsons et al., 2010). Il serait ainsi intéressant d'étudier si Plek est 
impliqué dans la régulation de ces interactions entre le cytosquelette d'actine et les molécules 
d'intégrines, favorisant ainsi le processus de migration cellulaire qui en résulte. 
 Pour répondre à cette question, nous pourrions premièrement étudier l'organisation et la 
dynamique des adhérences focales dans les cellules en migration, en les observant par microscopie, 
afin de voir si ces structures établissant un lien entre l'actine et les intégrines sont bien présentes et 
normalement constituées en l'absence de Plek. En particulier, nous pourrions analyser la présence 
de la taline, de la vinculine, de l'α-actinine et de la kinase FAK, des molécules impliquées dans 
l'activation des intégrines et les réarrangements de l'actine au niveau des contacts focaux, et donc 
dans la migration cellulaire adhésive des LT CD8 (Gerthoffer and Gunst, 2001; Gardel et al., 2010; 
Hogg et al., 2011). 
 En parallèle, nous pourrions essayer d'établir des liens de cause à conséquence entre ces 
différentes interactions. Par exemple, est-ce que Plek agit sur le cytosquelette d'actine, ce qui 
module les intégrines et les déplacements cellulaires ? Ou à l'inverse, est-ce que Plek régule les 
intégrines, ce qui en conséquence induit des réarrangements d'actine et favorise la migration ? Ou 
est-ce que Plek régule à la fois l'actine et les intégrines pour promouvoir la migration des LT CD8 
activés ? 
 D'une part, pour déterminer si le rôle de Plek sur les réarrangements d'actine et la migration 
cellulaire dépend des intégrines, nous pourrions par exemple comparer la dynamique de l'actine 
dans des LT CD8 activés F5-WT ou F5-plek-/- migrant de façon adhésive ou non, par microscopie 
confocale (ou bi-photonique) en temps réel. Nous pourrions réaliser ces expériences in vitro dans 
différentes conditions de culture (e. g. migration dans des milieux 2D ou 3D, ou en milieu 2D coaté 
ou non avec divers ligands d'intégrines), ou alors in vivo, en observant la dynamique de l'actine 
dans des cellules migrant dans le ganglion lymphatique (i. e. migration non adhésive en milieu 3D) 
ou dans la peau après infection (i. e. migration adhésive dans un milieu lâche à deux dimensions). 
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 Et à l'inverse, pour étudier un potentiel rôle de l'actine dans l'activation des intégrines et la 
migration cellulaire médiées par Plek, nous pourrions par exemple inhiber les réarrangements de 
l'actine dans des lymphocytes F5-WT soit en cours de migration, soit stimulés par des chimiokines 
in vitro, et voir si des défauts d'adhérence similaires à ceux des LT CD8 F5-plek-/- sont observés. 
Sinon, sachant que la taline et la kindline sont a priori impliquées dans l'action de l'actine sur 
l'activation des intégrines (Nordenfelt et al., 2016), nous pourrions étudier la localisation et/ou 
l'activité de ces deux molécules dans des LT CD8 effecteurs en migration in vitro, pour voir si ces 
processus pourraient être défectueux en l'absence de Plek et ainsi être à l'origine de l'activation 
réduite des intégrines et d'un possible défaut de migration associé. 
 
B- Régulation du maintien et de la localisation tissulaire des LT CD8 mémoires par Plek 
1- Régulation du maintien des TRM sur le long terme par Plek 
 La molécule LFA-1 est connue pour favoriser la survie des LT CD8 mémoires (Ye et al., 
2010). Dans le cas où nous parvenions à démontrer une altération de l'activation de LFA-1 chez les 
LT CD8 mémoires F5-plek-/- en réponse à des stimuli environnementaux tels que des chimiokines, 
il serait alors probable que ce phénomène puisse être à l'origine du défaut de maintien de ces 
cellules au sein des tissus périphériques. Pour démontrer cette hypothèse, il nous faudrait par 
exemple extraire des TRM pulmonaires F5-WT et F5-plek-/- et les restimuler avec des chimiokines ex 
vivo, pour étudier l'influence de Plek d'une part sur l'activation des intégrines, et d'autre part sur 
l'expression de molécules pro- ou anti-apoptotiques et l'activité des caspases. D'autres expériences 
pourraient également être faites in vivo, en observant les TRM de la peau par microscopie et en 
analysant leur viabilité cellulaire directement au sein du tissu par marquage TUNEL ou en marquant 
les caspases activées. 
 Alternativement, l'activation des récepteurs aux chimiokines régule également la 
prolifération et la viabilité cellulaire via la voie PI3K-AKT, impliquée dans ces deux processus 
(Manning and Toker, 2017). Plek, en modulant l'activité de PI3Kγ en aval des récepteurs aux 
chimiokines, pourrait ainsi permettre la persistance des LT CD8 mémoires au sein des tissus 
périphériques. 
 
2- Rôle de Plek dans la localisation et la dynamique des TRM au sein des tissus périphériques 
 Il a été démontré que le système d'actine-myosine était nécessaire aux déplacements des TRM 
au sein de la peau et à leur surveillance du tissu grâce à leurs dendrites (Zaid et al., 2017). Nous 
pouvons donc supposer que ces phénomènes pourraient être altérés en l'absence de Plek. Pour 
évaluer ce point, il serait intéressant d'observer la peau des souris par microscopie confocale ou bi-
photonique : d'une part sur tissu fixé pour étudier la localisation et la morphologie des TRM dans ce 
tissu en l'absence de Plek ; d'autre part en temps réel par microscopie en intra-vital pour étudier le 
comportement des TRM au sein du tissu et voir si leurs modes de migration (e. g. vitesse, 
directionnalité, nombre et durée des pauses...) et leur capacité à scanner le milieu environnant 
pourraient être altérés lorsque plek est délété. En parallèle, il serait également intéressant dans ces 
expériences de visualiser l'actine dans les TRM au sein du tissu, pour voir si la dynamique de cette 
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molécule est altérée ou non, et serait ainsi ou non à l'origine des potentiels défauts de localisation 
et/ou de motilité des TRM au sein de la peau. 
 
 
V- Une potentielle synergie entre Plek et d'autres protéines 
 L'analyse initiale des souris totalement délétées pour plek (plek-/-) n'a pas permis de mettre 
en évidence des défauts du système immunitaire chez ces animaux mutants, contrairement aux 
études réalisées avec le modèle TCR-transgénique F5. De plus, les phénotypes observés en système 
F5, bien que reproductibles, sont relativement légers. Etant donné ces résultats, il est possible que 
l'absence de Plek soit compensée par l'activité d'une ou d'autres protéines. 
 
A- Plek2 
 Le gène codant pour la protéine Plek2 a été découvert à la fin des années 1990 par l'équipe 
de C. Abrams (Ma and Abrams, 1999a; Hu et al., 1999). D'après les auteurs de cette étude, la 
séquence en acides nucléiques de ce gène est 39% identique à celle du gène codant pour la protéine 
Plek que nous avons étudiée (gène appelé plek1, par opposition à plek2). Au niveau structural, la 
protéine Plek2 est également constituée de deux domaines PH N- et C-terminaux et d'un domaine 
DEP, mais ne contiendrait pas de sites de phosphorylation ciblés par l'enzyme PKC. 
 En ce qui concerne son profil d'expression, contrairement à plek1 qui est exprimé 
majoritairement dans les organes lymphoïdes chez l'Homme et la souris (NCBI), la plus forte 
expression de plek2 est détectée chez l'Homme dans les glandes surrénales, l'intestin (grêle et 
colon), la peau, l'estomac et les glandes thyroïdes, et chez la souris majoritairement dans le foie 
fœtal et l'intestin. De plus, les résultats de la banque de donnée Immgen indiquent que plek2 est 
fortement exprimé seulement dans les cellules de Langerhans de l'épiderme (pas d'expression dans 
les LT CD8), contrairement à plek1 dont l'expression est retrouvée dans plusieurs populations de 
cellules immunitaires telles que les DC, les monocytes/macrophages, les NK, les LB et les LT CD8 
activés (effecteurs et mémoires) (figure 24A, p.135). 
 Au niveau fonctionnel, il a été montré que la surexpression de Plek2 dans des lignées 
cellulaires (cellules COS et Jurkat) modifiait la morphologie cellulaire (i. e. formation de 
lamellipodes) via des réarrangements du cytosquelette d'actine (Hu et al., 1999; Bach et al., 2007; 
Hamaguchi et al., 2007). A l'échelle moléculaire, la stimulation de ces cellules induit la 
relocalisation de Plek2 à la membrane plasmique, grâce à l'interaction entre son domaine PH et les 
PIP générés par PI3K. A cet endroit, Plek2 co-localise avec l'actine corticale et pourrait induire sa 
réorganisation en interagissant avec la protéine RAC1. 
 De plus, il a été mis en évidence dans des cellules Jurkat sur-exprimant Plek2 que cette 
protéine co-localisait avec les intégrines LFA-1 et favorisait leur organisation en clusters, 
augmentant ainsi l'adhérence cellulaire (Bach et al., 2007). 
 Ainsi, bien que plek2 ne soit pas naturellement exprimé dans les LT CD8, il est possible que 
son expression soit induite en compensation de l'absence de plek1 dans les souris délétées pour ce 
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gène. Pour tester cette hypothèse, il serait premièrement intéressant d'étudier le profil d'expression 
de plek2  par qRT-PCR dans des LT CD8 délétés pour plek1, pour voir si celle-ci est augmentée par 
rapport aux contrôles. Si cela est le cas, nous pourrions réaliser des études fonctionnelles, par 
exemple sur des LT CD8 plek-/- et F5-plek-/- dans lesquels l'expression de plek2 a été inhibée par la 
technique Crispr-Cas9, in vitro et in vivo. Nous pourrions alors étudier si certains phénotypes (e. g. 
activation des intégrines, réarrangement de l'actine à l'IS, migration cellulaire, génération de LT 
CD8 mémoires, activité cytotoxique…) sont induits ou accentués in vitro et in vivo, ce qui nous 
indiquerait alors que l'activité de Plek2 compense la perte de Plek1.  
 
B- CNN3 
 La comparaison des profils d'expression génique des LT CD8 mémoires induits par des 
pathogènes et des LT CD8 naïfs a permis de mettre en évidence un autre gène, dont l’expression est 
cette fois-ci fortement down-régulée dans les LT CD8 mémoires : le gène cnn3 (Brinza et al., 
2016). Chez la souris, ce gène est fortement exprimé dans le système nerveux et les ébauches de 
membres embryonnaires, tandis qu'à l'âge adulte, l'expression de ce gène est majoritairement 
retrouvée dans les ovaires, la vessie, les reins et la glande surrénale (NCBI). A l'échelle cellulaire, 
cnn3 est notamment exprimé par les cellules musculaires lisses, les cellules nerveuses (neurones et 
astrocytes) ainsi que par certaines populations de cellules immunitaires (majoritairement des 
précurseurs de LB et certaines populations de thymocytes) (Immgen, Rozenblum and Gimona, 
2008). Dans les LT CD8 en particulier, nous avons pu montrer que cnn3 était fortement exprimé 
dans les LT CD8 naïfs, contrairement aux LT CD8 effecteurs et mémoires où son expression est 
down-régulée, et ce même après re-stimulation de ces cellules ex vivo (figure 26). 
 La protéine CNN3 est constituée d'un domaine N-terminal homologue à la calponine, d'un 
domaine C-terminal acide et de deux sites de liaison à l'actine (Applegate et al., 1994; Rozenblum 
and Gimona, 2008). En lien avec sa structure, CNN3 est impliquée dans les réarrangements de 
l'actine, mais ce de façon différente selon les contextes et types cellulaires considérés. En effet, 
tandis que CNN3 favorise la formation de fibres de stress et la migration cellulaire dans des 
fibroblastes (Appel et al., 2010; Daimon et al., 2013), cette même protéine inhibe les 
réarrangements d'actine impliqués dans la fusion de cellules placentaires (Shibukawa et al., 2010). 
CNN3 pourrait donc réguler les réarrangements de l'actine de façon spécifique, par exemple en 
réponse à des stimuli particuliers, et pourrait probablement ainsi adapter la contractilité et la 
motilité cellulaire au contexte considéré. 
  Ainsi, étant donné le pattern d'expression de cnn3 dans les LT CD8 (opposé à celui de 
plek), ainsi que le rôle de cette protéine dans la dynamique du cytosquelette d'actine, nous pouvons 
supposer l'existence d'une synergie entre la surexpression de plek et l'absence de CNN3 dans les LT 
CD8 activés. Ceci expliquerait qu'en inhibant seulement l'expression de plek sans agir en parallèle 
sur l'expression de cnn3, nous n'ayons pas observé un effet complet et bien marqué sur la 
dynamique de l'actine. Pour tester l'hypothèse de cette synergie, nous pourrions faire des 
transductions de vecteurs rétroviraux codant pour cnn3 (Flemming et al., 2015) dans des LT CD8 
plek-/- ou F5-plek-/-, afin de sur-exprimer ce gène dans ces cellules. Nous pourrions alors étudier ces 
cellules in vitro après stimulation, et analyser notamment la dynamique de l'actine, l'activation des 
intégrines ou encore les caractéristiques de leur migration... L'observation de défauts plus marqués 
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que ceux obtenus en l'absence seule de Plek nous indiquerait ainsi que ces deux gènes pourraient 
agir de concert pour réguler le fonctionnement des LT CD8. Dans ce cas, il serait intéressant d'aller 
plus loin dans la caractérisation fonctionnelle de cette synergie in vivo. Pour cela, nous pourrions 
premièrement générer in vitro des blasts F5-plek-/- sur-exprimant cnn3, puis les transférer dans des 
souris receveuses pour étudier leurs réponses après infection virale in vivo. En parallèle, il nous 
faudrait générer des souris transgéniques sur-exprimant cnn3 et les croiser avec des souris plek-/-, 
pour étudier les effets de cette double mutation sur les réponses T CD8 mémoires in vivo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 26 : cnn3 est fortement exprimé dans les LT CD8 naïfs, contrairement aux LT CD8 effecteurs 
et mémoires quiescents ou restimulés. 
 L'expression relative de cnn3 (par rapport à celle de tbp) a été mesurée par qRT-PCR : 
(A) Dans des LT CD8 naïfs (CD44low) et effecteurs spécifiques de l'antigène B8R (B8R+ CD44hi, jour 8 p.i.), 
générés en infectant des souris C57Bl/6 avec VV-NP68 puis isolés par tri cellulaire. 
(B) Dans des LT CD8 naïfs (CD44low) et mémoires polyclonaux (CD44hi NKG2D+), générés après infection par 
VV-NP68 in vivo et isolés par tri cellulaire, et dont une partie des LT CD8 mémoires a été restimulée pendant 
4h avec de l'antiCD3 (5µg/mL) et de l'anti-CD28 (2µg/mL). 
Le graphique représente la moyenne +/- l'écart-type de trois réplicats techniques par condition. 
Les résultats sont représentatifs de trois souris dans une expérience. 
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Figure 27 : Rôles hypothétiques de Plek dans la biologie des LT CD8. 
 L'activation du TCR, de CD28 et/ou des récepteurs aux chimiokines par leur ligands induit l'activation des 
enzymes PLCγ et PI3K, puis celle de PKC. Cette kinase phosphoryle et active alors Plek, qui exerce un rétrocontrôle 
positif ou négatif sur l'activité de PLCγ et de PI3K, modulant ainsi plusieurs voies de signalisation intracellulaires : 
 D'une part, Plek activée modifie l'activité de la voie induite par PI3K passant par AKT, et régule ainsi la 
prolifération, la survie et la migration des LT CD8 activés. 
 D'autre part, en ciblant PI3K et PLCγ, Plek régule le métabolisme des PIP membranaires et par conséquent la 
localisation membranaire des protéines capables d'interagir avec ces lipides par leur domaine PH. En particulier, 
l'augmentation de PIP2 à la membrane plasmique induit le recrutement de la GTPase RAP1 et de la taline, ce qui permet 
l'activation complète des molécules d'intégrines. En parallèle, Plek elle-même pourrait lier le PIP2 et ainsi libérer et 
activer le facteur d'échange du GTP VAV1, qui active à son tour RAC1 et induit alors la réorganisation du cytosquelette 
d'actine. En outre, l'actine et les intégrines peuvent également réguler mutuellement leur activation et leur 
réorganisation, ce qui favorise au final l'activation, la prolifération, la survie et la localisation tissulaire (via des 
modifications de la migration et/ou de l'adhérence) des LT CD8 activés. 
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 Nos travaux de recherche ont mis en évidence que plek, un gène fortement exprimé dans les 
LT CD8 effecteurs et mémoires, était impliqué dans la génération de ces populations cellulaires 
après infection virale in vivo, et régulait la migration et/ou le maintien des LT CD8 activés au sein 
des tissus périphériques infectés. 
 Au niveau moléculaire, ces défauts peuvent être expliqués par différents mécanismes : 
- associés aux cascades de signalisation en aval du TCR et de CD28, 
- et/ou intervenant sur les voies de signalisation en aval des récepteurs aux chimiokines, 
- et/ou en lien avec les intégrines et leurs voies de signalisation "outside-in", 
- et/ou en lien avec la dynamique du cytosquelette d'actine, 
impliqués dans la génération des LT CD8 effecteurs et mémoires après infection, ainsi que dans leur 
localisation au sein des tissus périphériques. 
 En associant les résultats de nos travaux avec les données de la littérature discutées 
précédemment, nous pouvons néanmoins établir un modèle hypothétique de l'action de Plek et de 
son rôle dans les LT CD8, présenté figure 27 : 
 Suite à l'activation du TCR, de CD28 et des récepteurs aux chimiokines par leur ligands, les 
enzymes PLCγ et PI3K sont activées, conduisant à l'activation de PKC. Cette kinase phosphoryle 
alors Plek, qui devient activée et exerce un rétrocontrôle positif ou négatif sur l'activité de PLCγ et 
de PI3K, modulant ainsi plusieurs voies de signalisation intracellulaires : 
 D'une part, l'activité de la voie PI3K-AKT est modifiée par Plek phosphorylée, entraînant 
des changements de prolifération, de survie et de migration du LT CD8 activé. 
 D'autre part, via son action sur PI3K et PLCγ, Plek régule le métabolisme des PIP 
membranaires et par conséquent la localisation membranaire de nombreuses protéines capables de 
lier ces lipides par leur domaine PH. En particulier, l'augmentation de PIP2 à la membrane 
plasmique induit le recrutement de RAP1 et de la taline, provoquant l'activation complète des 
intégrines. De plus, Plek elle-même pourrait lier le PIP2, entraînant la libération et l'activation de 
VAV1, qui induit alors des réarrangements de l'actine via l'activation de RAC1. L'actine et les 
intégrines peuvent également se réguler mutuellement, ce qui renforce l'activation des intégrines et 
la réorganisation spatiale de ces deux molécules. Et finalement, la régulation de tous ces 
mécanismes par Plek aboutit à l'activation, la prolifération, la survie et la localisation tissulaire (via 
des modifications de la migration et/ou de l'adhérence) du LT CD8 activé. 
 Pour tester et valider ou non ce modèle, de nombreuses études sont nécessaires. 
Premièrement, il nous faudrait vérifier que Plek est bien phosphorylée et activée par PKC suite à la 
stimulation des LT CD8 par leur antigène, des co-signaux et/ou des chimiokines. 
 Ensuite, nous pourrions rechercher une potentielle interaction entre Plek et les enzymes 
PI3K et PLCγ, par microscopie et par co-immuno-précipitation, puis étudier l'activité de ces 
protéines afin de déterminer si Plek les active ou les inhibe. 
 Par ailleurs, il nous faudrait étudier les voies d'activation des intégrines, en essayant de 
déterminer sur quelles molécules Plek pourrait agir pour réguler ce processus en réponse à 
différents signaux (antigéniques et/ou chimiokiniques). Pour cela, nous pourrions analyser la 
localisation intracellulaire et/ou l'activation de RAP1 et de la taline, pour voir si ces phénomènes 
sont altérés en l'absence de Plek et pourraient être responsables de l'activation réduite des intégrines 
dans ces conditions. 
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 En parallèle, il nous faudrait étudier la localisation de Plek, des PIP membranaires, de 
VAV1 et de RAC1, avant ou après activation des LT CD8, ainsi qu'analyser l'activation de VAV1 
et de RAC1 en présence ou en l'absence de Plek, pour voir si notre protéine d'intérêt régule leur 
activité et par conséquent les réarrangements de l'actine. 
 Enfin, il nous faudrait mieux caractériser in vitro et in vivo le phénotype des LT CD8 délétés 
pour plek, de façon à déterminer les processus cellulaires (e. g. activation, prolifération, survie, 
migration, adhérence) régulés par Plek, suite à son action sur l'une ou l'autre de ces voies. En 
parallèle, il serait indispensable de réaliser des études in vivo, à l'échelle de l'organisme, pour mettre 
en exergue l'importance de notre protéine d'intérêt pour une mise en place optimale des réponses T 
CD8, capables de lutter efficacement contre un pathogène intracellulaire ou des cellules tumorales. 
 Les résultats actuels, associés aux études à venir, nous permettront ainsi de mieux 
comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires associés à la mise en place et au maintien de 
réponses T CD8 efficaces au sein des tissus infectés, ce qui pourrait avoir d'importantes 
implications dans le domaine de la recherche vaccinale. 
 De plus, la mise en évidence du rôle joué par Plek dans la régulation des réponses 
immunitaires nous permettrait de mieux comprendre comment des modifications de l'expression de 
cette protéine pourraient influencer le déclenchement et/ou l'évolution de certaines maladies 
chroniques et inflammatoires humaines, pour lesquelles plek est un gène de susceptibilité. S'il se 
trouve que Plek est un facteur fortement impliqué dans ces maladies, il serait alors intéressant de 
voir si en ciblant l'activité de cette protéine nous ne pourrions pas limiter les risques de 
déclenchement et d'évolution de ces pathologies. Ce qui confirmerait alors le rôle crucial de Plek 
dans la régulation du système immunitaire. 
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Article Eduscol Planetvie : "Les lymphocytes TRM, sentinelles du 
système immunitaire" 
par Mathilde Calvez 
Publié sur le site Eduscol Planetvie en Décembre 2017 
Le système immunitaire est formé de l’ensemble des cellules et des molécules qui protègent notre 
organisme contre les éléments qui lui sont étrangers, en particulier les agents infectieux comme les bactéries 
et virus. Parmi tous les types cellulaires impliqués dans le maintien de l’immunité, une population 
particulière joue un rôle crucial contre les infections intracellulaires (dont font partie les infections virales) : 
les lymphocytes T CD8 (figure 1). Lors d’une infection de l’organisme par un virus, les lymphocytes T CD8 
naïfs (i. e. n’ayant jamais rencontré d’antigène) spécifiques des antigènes viraux sont activés dans les 
organes lymphoïdes secondaires (ganglions lymphatiques, rate, tissus lymphoïdes associés aux muqueuses), 
prolifèrent et se différencient en lymphocytes T CD8 effecteurs, également appelés lymphocytes T 
cytotoxiques. Ces cellules ont pour principale fonction de tuer les cellules infectées en sécrétant des 
protéines effectrices (e. g. granzymes et perforine) qui induisent la lyse des cellules cibles. Suite à leur 
différenciation dans les organes lymphoïdes secondaires, les lymphocytes T cytotoxiques migrent jusqu'au 
site de l’infection et tuent les cellules infectées, conduisant à l’élimination du virus. Une fois leur action 
terminée, 90% des lymphocytes T CD8 effecteurs meurent tandis que les cellules restantes se différencient 
en lymphocytes T CD8 mémoires. 
Mécanismes de différenciation des lymphocytes T CD8 mémoires 
Malgré l’avancée des connaissances sur le déroulement des réponses T CD8 lors d'une infection par un 
pathogène intracellulaire, les mécanismes de génération des cellules mémoires restent encore très 
controversés : en effet, on ne sait toujours pas ni quand ni comment ces cellules se forment après infection. 
Contrairement à ce qui était pensé initialement, l’acquisition du potentiel « mémoire » par un 
lymphocyte T CD8 ne se ferait pas de façon aléatoire mais dépendrait de nombreux signaux tels que 
l’intensité du signal TCR (i. e. le récepteur spécifique de l’antigène), la présence de cytokines, ou encore de 
facteurs intrinsèques à la cellule (accessibilité de la chromatine, expression de régulateurs métaboliques…) 
(Chang et al., 2014). Différents modèles ont notamment été élaborés pour expliquer l’acquisition du destin 
« mémoire » par un lymphocyte T CD8 en réponse à ces différents signaux, et proposent une acquisition du 
potentiel « mémoire » soit très tôt après la reconnaissance de l’antigène (dès l’activation de la cellule naïve 
et/ou lors de sa première division), soit au cours de la phase effectrice (Kaech and Wherry, 2007; Kaech and 
Cui, 2012). Cependant, l’identification des processus de différenciation reste très difficile et controversé, 
d’autant plus que ces différents modèles ne sont pas mutuellement exclusifs et pourraient être combinés lors 
des réponses T CD8. 
Néanmoins, des chercheurs ont récemment réussi à suivre l’évolution des différentes populations de 
lymphocytes T CD8 suite à une infection virale, en utilisant des analyses moléculaires in vivo couplées à 
des modèles mathématiques (Crauste et al., 2017). Ils ont ainsi pu montrer que la majorité des cellules 
suivrait une voie de différenciation linéaire « naïf  effecteur précoce  effecteur tardif  mémoire ». Ces 
résultats sont ainsi une avancée supplémentaire vers une meilleure compréhension des mécanismes de 
différenciation des lymphocytes T CD8, dont de nombreux facteurs restent encore à élucider. 
 
1) Différentes populations de lymphocytes T CD8 mémoires : 
Les lymphocytes T mémoires ont plusieurs spécificités qui les distinguent des cellules naïves : 
- Ils sont capables de s’auto-renouveler et de se maintenir sur le long terme en l’absence d’antigène. 
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- Ils ont des propriétés migratrices accrues et sont notamment capables de circuler dans les tissus 
périphériques non-lymphoïdes (peau, poumon, intestin…). 
- Ils ont des fonctions effectrices améliorées en terme de cytotoxicité et de sécrétion de cytokines (des 
petites protéines agissant sur leurs cellules cibles pour en réguler l'activité, jouant un rôle majeur au sein 
du système immunitaire). 
Ces propriétés permettent aux cellules mémoires de protéger l’organisme sur le long terme, à travers des 
réponses plus rapides et plus efficaces en cas de ré-infection par un pathogène. 
 Néanmoins, malgré l’existence de caractéristiques communes à tous les lymphocytes T CD8 
mémoires, ces cellules ne forment pas une population homogène. En effet, différentes sous-populations de 
lymphocytes T CD8 mémoires ont été caractérisées, et se distinguent notamment par leur mode de 
circulation et leurs principales fonctions. Les deux premières populations à avoir été décrites en 1999 sont les 
lymphocytes T CD8 mémoires centraux (TCM) et effecteurs (TEM) (Sallusto, 1999) (figure 2). Les TCM sont 
dits centraux car ils sont localisés au niveau des organes lymphoïdes secondaires (qui sont les organes 
"centraux" où se mettent en place les réponses immunitaires), où ils se maintiennent sur le long-terme en 
s'auto-renouvelant. Ces cellules n'ont pas d'activité effectrice directe, mais sont en revanche capables de se 
différencier rapidement en lymphocytes T effecteurs en cas de ré-infection. Quant à la deuxième sous-
population, les TEM, ils circulent entre le sang et les tissus périphériques. Comme leur nom l'indique, ils ont 
des fonctions effectrices accrues, à savoir plus rapides et plus efficaces que celles des lymphocytes T 
effecteurs générés lors de la primo-infection.  
 Quelques années plus tard, au début des années 2000, un troisième type de lymphocytes T CD8 
mémoires a été identifié. Jusqu'alors, la communauté scientifique savait que des cellules mémoires pouvaient 
se trouver au sein des tissus périphériques et les considérait comme étant des TEM. Cependant, des 
expériences de parabiose chez la souris ont permis de remettre en cause ce postulat (Klonowski et al., 2004; 
Schenkel and Masopust, 2014). Ces expériences consistent à relier les circulations sanguines et lymphatiques 
de deux animaux, ici des souris, puis à analyser la localisation des cellules des deux organismes après un 
certain temps. Dans ces conditions, certaines populations de cellules s’équilibrent entre les deux animaux : ce 
sont les cellules circulantes. En revanche, d’autres cellules restent dans leur tissu d’origine et ne migrent pas 
entre les deux organismes : ce sont les cellules résidentes des tissus. Ces lymphocytes particuliers, 
caractérisés par la suite comme ayant un phénotype mémoire, ont alors été baptisés TRM, pour lymphocytes T 
mémoires résidents des tissus (figure 2). 
2) Propriétés des TRM : 
 Localisation : 
 Les TRM ont été initialement identifiés dans l’intestin, avant d'être mis en évidence dans de nombreux 
tissus comme la peau, le poumon, le système nerveux ou le tractus génital (Cauley and Lefrançois, 2013). Ce 
type cellulaire est prépondérant au sein des tissus non-lymphoïdes, où il peut constituer jusqu’à 90% des 
lymphocytes résidents (Steinert et al., 2015). À titre d'exemple chez l’Homme, on estime à 10 milliards le 
nombre de lymphocytes T dans le poumon en l’absence d’inflammation, ce qui équivaut au nombre de 
lymphocytes circulant dans le sang (Chiu and Openshaw, 2015). 
 Mise en place et maintien au sein du tissu : 
 Les TRM dérivent de précurseurs lymphocytaires entrés dans les tissus au cours de la primo-infection, 
qui y sont restés et se sont différenciés sur place. Selon le tissu considéré, différents facteurs peuvent 
contribuer à la mise en place de cette population. Dans la peau par exemple, ce sont des cytokines qui jouent 
un rôle majeur dans l'établissement des TRM (Mackay et al., 2013), alors que dans le poumon et le système 
Annexes 
245 
 
nerveux, ce sont les antigènes viraux qui réalisent cette fonction (Khan et al., 2016; Wakim et al., 2015; 
Wakim et al., 2010). 
 Une fois différenciés au sein du tissu, les TRM expriment divers marqueurs à leur surface qui les 
distinguent des autres sous-populations de lymphocytes T non-résidentes des tissus. Ces molécules sont 
CD69 (une lectine, marqueur d'activation lymphocytaire) et CD103 (une molécule d'adhérence, l'intégrine 
αE). Ces deux protéines de surface jouent un rôle majeur dans la biologie des TRM, en favorisant leur 
rétention et leur survie au sein du tissu. Ainsi, en plus d'être de "simples" marqueurs de surface des TRM 
permettant aux immunologistes de repérer ces cellules, CD69 et CD103 sont les deux molécules clés à 
l'origine du pouvoir résidentiel de ces lymphocytes mémoires. Outre ces deux protéines, on peut également 
noter que la survie des TRM est dépendante de facteurs externes présents au sein du tissu de résidence, comme 
la cytokine IL-7 (Cui et al., 2015). Cependant, et de façon remarquable, la survie des TRM varie grandement 
selon le tissu où ils sont localisés. En effet, les TRM de la peau peuvent s'y maintenir pendant plusieurs mois 
(Jiang et al., 2012; Mackay et al., 2012), contrairement aux populations pulmonaires qui décroissent au cours 
du temps jusqu'à devenir indétectables sept mois après infection (Wu et al., 2014; Slütter, Van Braeckel-
Budimir, et al., 2017). Cette perte des TRM du poumon semble d’ailleurs intrinsèque à ce tissu, et pourrait être 
liée à une nécessité d’empêcher des réponses inflammatoires trop fortes qui pourraient endommager le tissu 
pulmonaire et altérer la fonction respiratoire de cet organe (Van Braeckel-Budimir and Harty, 2017). 
 Fonctions : 
 Les tissus périphériques comme la peau ou le poumon sont en contact direct avec le milieu extérieur 
: ce sont de véritables portes d'entrée pour les pathogènes. De par leur position stratégique au sein des tissus, 
les TRM pourraient donc constituer une première barrière protectrice contre les infections, en initiant des 
réponses rapides en présence d'un pathogène. Cette hypothèse fut confortée par plusieurs études, et 
premièrement par l'observation que les TRM se déplacent au sein des tissus et interagissent avec d'autres 
cellules, favorisant la détection de potentiels agents infectieux (Ariotti et al., 2012). Cependant, l'activité 
effectrice des TRM et les réponses de ces cellules en cas de ré-infection sont restées inconnues pendant encore 
plusieurs années. C'est seulement en 2014 que la publication d'un article dans Science a permis d'élucider le 
mode d'action de cette population cellulaire (Schenkel et al., 2014). Dans cet article, les auteurs réalisent 
leurs expériences sur la souris. Ils infectent tout d’abord les animaux avec un virus pour générer des TRM sur 
le site infecté, ici le tractus génital femelle. Puis, en phase mémoire, ils ré-immunisent les animaux au niveau 
du tractus génital pour activer les TRM et étudier leurs réponses. Les chercheurs démontrent ainsi qu’après ré-
immunisation, les TRM activés sécrètent une cytokine appelée interféron- , qui induit l'expression de 
molécules d'adhérence par l'endothélium vaginal et le recrutement d’autres cellules immunitaires tels que les 
lymphocytes B. Outre ce recrutement, les auteurs mettent en évidence que la sécrétion de cytokines par les 
TRM promeut l'activation d'autres populations de cellules immunes (e. g. cellules dendritiques, cellules 
natural killer). Finalement, cette double action des TRM entraîne l'élimination du pathogène, montré 
indétectable chez les souris quelques jours après infection, uniquement lorsque les TRM sont spécifiquement 
activés et sécrètent des cytokines. Ainsi, les TRM jouent un rôle de sentinelle au sein des tissus : via leur 
sécrétion de différentes cytokines, ils favorisent le recrutement et l'activation d'autres cellules immunitaires 
et la mise en place de réponses effectrices efficaces capables d'éliminer l'agent infectieux (figure 3). 
 Ces résultats clés sur les fonctions des TRM ont ensuite été complétés par d'autres études. En 
particulier, plusieurs publications ont montré que ces lymphocytes entraînent des modifications généralisées 
au niveau du site infecté, mais aussi à l’échelle de tout l’organisme, en induisant l'expression de gènes 
antiviraux et antibactériens (Ariotti et al., 2014; Kadoki et al., 2017). En parallèle, Kadoki et ses collègues 
montrent qu’une infection au niveau de la peau induit la génération de TRM non seulement sur le site infecté, 
mais également au sein d’organes plus distants tels que le poumon ou le foie. Ainsi, en plus d'activer et de 
recruter d’autres cellules du système immunitaire, les TRM favorisent la mise en place d’un état anti-
Annexes 
246 
 
infectieux au niveau de l’organisme entier, entraînant une protection efficace contre les pathogènes 
intracellulaires, notamment les virus (figure 3). 
3) Implication des TRM en vaccination : 
 Cette découverte des TRM et de leur rôle protecteur contre les pathogènes intracellulaires ont des 
implications prometteuses dans la recherche vaccinale. 
Tout d’abord, la découverte de facteurs responsables de la mise en place et du maintien des TRM au 
sein des tissus ouvre la voie au développement de nouveaux vaccins. A titre d’exemple, une équipe 
australienne a montré que la présentation des antigènes aux lymphocytes T CD8 par les cellules dendritiques 
résidentes du poumon induit la génération de TRM au sein de cet organe, capables de protéger efficacement 
contre le virus de la grippe (Wakim et al., 2015). Cependant, nous avons vu précédemment que dans le cas 
des TRM pulmonaires, ces cellules ne persistent pas sur le long terme. Des connaissances supplémentaires sur 
les facteurs impliqués dans leur longévité pourraient permettre de concevoir des vaccins protecteurs pendant 
plusieurs années. Des recherches à ce sujet sont en cours et montrent des résultats encourageants : par 
exemple, la ré-infection de souris par le virus de la grippe augmenterait de dix fois le nombre de TRM 
pulmonaires (Slütter, Van Braeckel-Budimir, et al., 2017). Ces différentes études visant à développer de 
nouvelles stratégies vaccinales semblent donc prometteuses dans la lutte contre les infections grippales. 
 En parallèle, il pourrait être intéressant de déterminer si les TRM seraient capables de conférer une 
protection efficace contre d'autres maladies infectieuses humaines posant d’importants problèmes de santé 
publique (e.g. SIDA, herpès, malaria…), et si des vaccins efficaces contre ces pathologies pourraient alors 
être élaborés. Cependant, la mise en place de telles études chez l’Homme soulève des questions éthiques et 
pratiques : en particulier, les TRM n’étant pas des cellules circulantes, des biopsies sont nécessaires pour 
identifier et isoler ces lymphocytes. Néanmoins, ces barrières pratiques ne sont pas insurmontables. En effet, 
une étude clinique chez l’Homme a pu être réalisée dans laquelle les auteurs montrent que les TRM pourraient 
jouer un rôle protecteur contre la malaria, propriété qu’ils utilisent pour développer une stratégie vaccinale 
prometteuse contre cette maladie (Ishizuka et al., 2016). 
Cependant, la conception de nouveaux vaccins basés sur les TRM nécessite de prendre en 
considération les potentiels effets indésirables que pourraient causer ces cellules. En effet, plusieurs études 
récentes ont montré que des maladies inflammatoires chroniques comme le psoriasis pourraient être 
associées à la présence de TRM dans les tissus enflammés (Mueller and Mackay, 2016). Une bonne 
connaissance du mode d’action de ces cellules reste donc indispensable pour éviter tout effet secondaire 
pouvant être provoqué par un type de vaccination générant des TRM. 
 
 Ainsi, depuis ces dernières années, des travaux de recherche considérables ont permis de montrer 
que les TRM constituent une sous-population majeure de lymphocytes T CD8 mémoires. En effet, en plus de 
former une proportion majoritaire des cellules mémoires au sein des tissus, ces lymphocytes jouent un rôle 
crucial contre les agents pathogènes en constituant une première barrière protectrice en cas de ré-infection. 
Néanmoins, notre connaissance des TRM est loin d’être complète : de nouvelles études restent nécessaires 
pour mieux comprendre le fonctionnement de ces cellules et permettre d’améliorer notre protection contre 
les maladies infectieuses, notamment via la conception de nouveaux vaccins. 
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Figure 1 : Cinétique de la réponse T CD8 suite à une infection virale. 
Lors d’une infection virale, les lymphocytes T CD8 naïfs spécifiques des antigènes viraux (environ 
10 à 100 cellules) sont activés, prolifèrent et se différencient en lymphocytes T CD8 effecteurs. 
Cette phase d’activation et d’expansion aboutit à la génération de millions de cellules effectrices 
au 7ème jour post-infection, qui vont tuer les cellules infectées. Une fois le pathogène éliminé, 
90% des lymphocytes T CD8 effecteurs meurent, tandis que les cellules restantes se différencient 
en cellules mémoires (environ 104 lymphocytes T CD8 mémoires spécifiques d’un antigène) 
(Illustration : Mathilde Calvez, d’après Williams & Bevan, ARI, 2007) 
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Figure 2 (page précédente) : Localisation et fonction des différentes sous-populations de 
cellules mémoires (TCM, TEM, TRM) 
TCM : Lymphocytes T CD8 mémoires centraux ; TEM : Lymphocytes T CD8 mémoires effecteurs ; 
TRM : Lymphocytes T CD8 mémoires résidents des tissus. 
Les flèches indiquent les zones de recirculation ou de résidence de ces trois types cellulaires. 
(Illustration : Mathilde Calvez) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3 : Fonctions des TRM 
En cas de ré-infection du tissu (1), les TRM sont probablement capables de tuer directement les 
cellules infectées via leur forte expression d’enzymes lytiques comme le granzyme B - cela reste 
néanmoins à démontrer in vivo (2). En parallèle, suite à leur activation, les TRM sécrètent des 
cytokines comme l'IFN ou le TNF (3). Ces molécules induisent différents mécanismes favorisant 
la mise en place de réponses immunitaires anti-virales efficaces. Premièrement, elles augmentent 
l’expression de molécules d’adhésion par l’endothélium vasculaire (e. g. VCAM-1), ce qui favorise 
le recrutement de lymphocytes circulants au sein du tissu infecté (4). Ensuite, elles induisent 
l’activation d’autres cellules immunes résidentes du tissu (e. g. cellules dendritiques) ou des 
lymphocytes nouvellement recrutés (5). Enfin, la sécrétion cytokinique par les TRM favorise 
également l’expression de gènes anti-viraux par les cellules épithéliales (e. g. gènes codant pour 
des chimiokines et cytokines impliquées dans les réponses immunitaires innées), ce qui augmente 
leur résistance à l’infection virale (6).  
Ainsi, les TRM déclenchent des cascades de réactions immuno-stimulatrices et anti-virales lors 
d’une ré-infection du tissu, favorisant une protection rapide et efficace contre le pathogène. 
(Illustration : Mathilde Calvez, d’après Rosato et al., COV, 2017) 
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Poster : "Characterization of pleckstrin expression and function in 
CD8 T cells" 
Présenté à la retraite du CIRI (2015) et au cours d'Immunophenotyping (Cambridge, 2017) 
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Poster : "Cellular and molecular properties of protective memory 
CD8 responses" 
Présenté au congrès de la SFI (Paris, 2016) et au Symposium IRCI (Lyon, 2017) 
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